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Introducao

As substancias ou farmacos podem ser empregados
com objetivo terapéutico, seja para tratamento, cura, pre-
venc¢ao ou diagnoéstico de doengas. Para exercer seu efeito,
o farmaco deve primeiramente alcangar seu local de agao,
o que envolve dois processos distintos: a absor¢ao e a
distribuicao. Nos mamiferos, a pele, os pulmdes e o trato
gastrointestinal representam os mais importantes sitios de
absor¢ao de substancias exdgenas. A absor¢ao é o movi-

mento do farmaco do seu local de administra¢ao passando

"
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pelas barreiras biologicas até a circulagao sanguinea que
carreia farmacos do sitio de absor¢ao até tecidos e 6rgaos.
Este processo depende também de outras variaveis como
concentracao do farmaco no local de absorcao, fluxo san-
guineo no sitio de administracao, lipossolubilidade, grau de
ioniza¢ao ou polaridade da substancia. A principal via de
administracdo de farmacos e a mais usada ¢ a via oral, que
faz parte do trato gastrointestinal.

O termo biodisponibilidade ¢ usado para expressar
a quantidade total do farmaco que alcanga a corrente san-
guinea ou o seu local de acio. E expressa como um indice
que relaciona a dose administrada e a concentracao plas-
matica, sendo que, na via oral, por exemplo, ¢ dependente
do metabolismo de primeira passagem (metabolismo e/
ou excrec¢ao biliar), antes que ele alcance a circulagio sis-
témica. Assim, quanto mais um farmaco sofre efeito de
primeira passagem, menor sera sua biodisponibilidade.
Dependendo do objetivo terapéutico e das caracteristicas
tisico-quimicas do farmaco, algumas vias de administracao

podem ser escolhidas para melhor absorgao.

As principais vias utilizadas nos mamiferos sao:

» Trato Gastrointestinal (TGI)
A'luz do TGI ¢é revestida por epitélio com caracteris-
ticas especiais em cada segmento, sendo conhecida como

mucosa. As células desta mucosa sao a primeira barreira
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para a absor¢ao de farmacos no tubo digestério. Com-
pondo o tubo digestivo e representando locais importan-
tes para a absor¢ao temos a cavidade oral (via sublingual),
o estomago, intestinos delgado e grosso e o reto (Katzung

& Trevor, 2017).

» Via sublingual

Farmacos administrados na cavidade oral devem
se dissolver rapidamente na saliva, e, apesar da pequena
superficie de absor¢ao, porém uma alta vascularizagao, essa
via representa significado especial para alguns farmacos,
como por exemplo, a nitroglicerina. Como a drenagem
venosa da cavidade oral segue para a veia cava superior, o
farmaco evita o metabolismo hepatico de primeira passa-

gem apresentando infcio de efeito muito curto.

» Via retal

A via retal pode ser util quando a ingestao oral nao
¢ possivel porque o paciente esta inconsciente, ou quando
ha vomitos — caso especialmente relevante em criangas
pequenas. Cerca de 50% do farmaco administrado por esta
via passara pelo figado, de modo que o metabolismo de
primeira passagem é menor do que na via oral. No entanto,
muitas vezes a absorg¢ao ¢é irregular e incompleta e muitos

farmacos causam irritacao da mucosa retal.
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» Via oral

A absorc¢io pelo trato digestorio € variavel e depende
de fatores como area de superficie (a superficie de absor-
¢ao do estomago, além de conter muco, ¢ pequena em
relacdo ao intestino proximal, que oferece uma area com
cerca de 200 m?), fluxo sanguineo no local de absorcio,
estado fisico do farmaco (solugao, suspensio ou sélido),
sua solubilidade na agua, PKa e concentragao no local de
absor¢ao. A ingestao oral ¢ o método mais comum de
administracdao de farmacos, sendo também o mais seguro,
mais conveniente e mais economico. As desvantagens da
via oral sdo as limita¢Ges da absorc¢ao de alguns farmacos
devido a suas caracteristicas fisicas, émese, metabolismo
de primeira passagem, inativagao de alguns farmacos
pelas enzimas digestivas ou pelo baixo pH gastrico, além
de depender da cooperagao do paciente para a correta

ingestao (Figura 1).

» Via intravenosa

Os fatores relevantes para a absor¢ao sio contornados
pela injegdo intravenosa de farmacos, porque a biodisponi-
bilidade é completa e rapida. Algumas substancias irritantes
podem ser administradas apenas dessa forma, pois as paredes
dos vasos sanguineos sao relativamente menos sensfveis e o
farmaco, se injetado lentamente, é em grande parte diluido e

tamponado pelo sangue. A grande diluigao sanguinea também
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permite a inje¢ao de grandes volumes, podendo inclusive a
dose ser administrada e ajustada de acordo com a resposta do
paciente, como no caso de indugdes anestésicas, com relativa
independéncia de doses pré-estabelecidas. A via intravenosa
¢ a via de escolha em procedimentos de emergéncia, quando
se faz necessaria uma rapida agao do farmaco. No entanto, ha
desvantagens nessa via, como por exemplo, aumento do risco
de efeitos adversos decorrentes da rapida disponibilidade do
farmaco, necessidade de aplicacao lenta e dificuldades quando

se usam solugoes oleosas e substancias insoluveis (Figura 1).

= | o + Vg
- e

\—/ Férmacos administrados por via

oral sofrem metabolismo de
primeira passagem hepatica e
somente depols sdo distribuidos
pelo organismo

Metabolizacdo

S

Farmacos administrados por via

a circulagao sistémica e sao
distribuidos para todo o
organismo

Figura 1 - Caracteristicas das via oral e intravenosa de administracao
de farmacos. Na administragdo por via oral os farmacos sofrem meta-
bolismo de primeira passagem pelo figado e somente ap6s sao distri-
buidos para os diferentes 6rgdos. J& na via intravenosa, os farmacos
sdo administrados diretamente na circulagdo sanguinea sendo imedia-
tamente distribuidos pelo organismo. Imagem criada no Biorender.com
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» Via intramuscular

A injecdo intramuscular permite a aplicacdo
de substancias irritantes e em volumes moderados,
podendo ser utilizados veiculos aquosos com rapida taxa
de absor¢ao ou veiculos oleosos e de depdsitos quando
se deseja uma absor¢ao mais lenta. Pacientes obesos ou
muito magros podem apresentar padrées incomuns de
absorc¢ao. O fluxo sanguineo no local pode, em parte,
ser modulado com aplicagao local de calor e exercicio

para aumentar absorgao.

» Via subcutanea

A inje¢ao subcutanea ¢ utilizada com frequéncia e a
taxa de absor¢ao ¢ constante e lenta, podendo oferecer um
efeito constante. Dependendo da preparagao farmacéutica,
pode também ser variada intencionalmente (ex. insulinas).
Farmacos podem ser administrados na forma aquosa para
uma rapida absor¢ao, ou na forma oleosa para uma absor-
¢ao mais lenta. A associa¢iao de vasoconstritores a solucio
do farmaco também retarda sua absorc¢io, aumentando a
presenca da substancia no local da inje¢ao. Alguns farma-
cos tais como, hormonios podem ser administrados sob a
forma de pellets implantados subcutaneamente, proporcio-

nando uma absor¢io lenta e prolongada.
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» Via inalatéria

Os farmacos gasosos e volateis podem ser inalados e
absorvidos através do epitélio pulmonar e das mucosas do
trato respiratorio. O acesso a circulagao ¢ rapido porque a
area de superficie pulmonar ¢ grande. Além disso, solugoes
de farmacos podem ainda ser atomizadas e as goticulas
finas suspensas no ar podem ser inaladas. Como vantagens
temos a absor¢ao quase instantanea do farmaco, desvio do
metabolismo de primeira passagem hepatico, além de apli-
cagao direta no local desejado em caso de doengas pulmo-
nares. Atualmente usam-se nebulizadores e vaporizadores

que permitem a regulagao confiavel das doses.

P Via intraperitoneal

O peritonio oferece uma grande superficie de absot-
¢ao que permite a rapida entrada de farmacos na circula-
¢ao. InjecOes por esta via sio procedimentos comuns em
laboratérios, sendo raramente usada clinicamente devido

ao risco de infeccoes e lesdes vasculares e intestinais.
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Administracao de Farmacos

Existem ainda diferencas entre as mais variadas vias

de administragao.

Na tabela a seguir listamos diferencas entre as vias

quando comparamos aquelas com efeito local com as de

efeitos sistémicos.

Efeito
Local

Aplicagéo na pele

Aplicacédo em mucosas
Nariz
Traqueia
Boca
Olhos
Trato geniturinario

Administracéo oral - antiacidos ou farmacos usados para
infecgdes bacterianas e parasitarias do TGl

Varias técnicas para administragéo de anestesia local ou
agentes empregados em doengas pulmonares

Efeito
Sistémico

Administragéo sublingual

Administracéo oral

Administragao retal

Administracéo inalatéria

Administragdo subcutanea

Administragéo intramuscular

Administracéo intravenosa

Administragao intratecal
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Farmacocinética

A farmacocinética ¢ definida como o estudo quan-
titativo do desenvolvimento temporal dos processos de
absorcao, distribuicao, biotransformacdo e excrecao dos
farmacos. Nestes estudos, os teores dos firmacos e seus
metabolitos (produtos da biotransformac¢ao) no organismo
sao determinados, permitindo a obtenc¢do de importantes

dados sobre estas substancias, tais como:

* Condicbes para seu uso adequado, pela determi-
na¢ao da via de administragdao, posologia (doses
e intervalo entre as doses) e variacoes correlatas
em funcao de patologias como insuficiéncia renal,

alteracOes hepaticas e outras.

* Previsao de outros efeitos em potencial, como os
colaterais, por exemplo, no caso de acimulo do
farmaco em determinado compartimento (orga-
notropismo), ou ainda os oriundos de interagoes
medicamentosas ao nivel dos processos de absor-

cao, distribuicdo, biotransformacio e excrecao.

* Determinagado  dos  principais  sitios  de

biotransformacao.

* Determinacao das vias de excrecio.
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Assim sendo, podemos afirmar que a compreen-
sao e a aplicagao cuidadosa dos principios farmacociné-
ticos podem frequentemente auxiliar no estabelecimento
e manutencao de quantidades terapcuticas e nao toxi-
cas dos farmacos no organismo; isto por permitir uma
escolha racional da dose, frequéncia e via de administra-
cao. Além disso, em muitos casos as caracteristicas dos
pacientes sao reconhecidamente responsaveis por altera-
¢des do movimento do farmaco naquele organismo, ou
seja, das propriedades farmacocinéticas desta substancia
em particular. Ajustes apropriados na dose ou frequéncia
de administragdo podem ser realizados, para compensar
estas mudangas, evitando assim, os problemas potenciais
da ineficacia terapéutica ou toxicidade. Em uma ampla
visdo, a compreensao da farmacocinética pode favorecer
as chances de seguranca e eficacia da terapéutica medica-

mentosa (Rowland & Tozer, 2011).
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Algumas caracteristicas da administracao de

farmacos

Via Padrao de Valor especial Limitagoes e
absorcao Precaucgoes
Absorgéo con- Bom para uso Aumento no risco
tornada em emergéncia | de efeitos adver-

sos; em regra,

Efeitos po- Permite titulagéo | a aplicagéo das
tencialmente da dose solugdes deve ser
imediatos lenta

Geralmente
necessaria para
farmacos com

N&o é apropriada
para solugdes oleo-

Intramuscular

ata com solucéo
aquosa

Absorcgéo lenta
e prolongada
com apre-
sentagdes de
deposito

apenas para
volumes moder-
ados, veiculos
oleosos e algu-
mas substan-
cias irritantes

Intravenosa proteinas de alto | sas ou substancias
peso molecular | insollveis
e peptideos
Adequada
para grandes
volumes e
substancias ir-
ritantes quando
diluidas
Absorcéo imedi- | Adequada Nao é apropriada
ata com solugéo | para algumas para adminis-
aquosa suspensodes tragédo de grandes
insoluveis e volumes
Subcuténea | Absorgdo lenta | para o implante
e prolongada de pellets Possibilidade de
com apre- dor ou necrose por
sentacdes de uso de substancias
depdsito irritantes
Absorcéo imedi- | Adequada Evitar durante tera-

pia anticoagulante

Pode interferir
no resultado de
certos exames
diagnosticos

(ex.. creatinoqui-
nase)
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CONTINUAGAO
Via Padrao de Valor especial Limitagoes e
absorcao Precaucées
Absorcao Mais conveni- Requer a cooper-
variavel e ente e econdmi- | agéo do paciente
dependente de | ca
muitos fatores A biodisponibili-
Geralmente dade é potencial-
mais segura mente erratica e
Oral incompleta para

os farmacos

pouco soluveis,

de absorgéo lenta,
instaveis ou ampla-
mente metaboliza-
dos pelo figado e/
ou intestino
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Atividade Pratica
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Animal utilizado: Camundongos Swiss webster (20 a

25 gramas). Ambos 0s sexos

Vias a serem estudadas: oral, intraperitoneal, intrave-

nosa e subcutanea
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-

nistra¢ao, locais de aplicagao e volumes de administra¢ao

de substancias em camundongos:

Via de administragao
Subcutanea Intramus- Intraperito- | Intravenosa
cular neal
Regido da Quadriceps Quadrante Veias la-
Local de ou face . - . )
aolicacio nuca ou osterior da inferior direi- terais da
plicag dorsal P to do animal cauda
coxa
Volume
maximoa | 4 o kg 1,25mL/kg | 5a10mlkg | 1 ml/kg
ser apli-
cado
13x4,5mm | 20x55mm | 20x5,5mm | 20 x 5,5 mm
Tamanho
da agulha ou ou ou ou
25 x5 mm 25 x5 mm 25 x 5mm 25 x5 mm
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Protocolo experimental

» Injetar a solugao de Azul de Evans por diferentes
vias de administracao nos animais, utilizando os volumes
recomendados para cada via.

»  Registrar, com o auxilio de um cronoémetro, o
tempo (em segundos ou minutos), até o aparecimento da
cor em todo o corpo do animal, indicando a chegada da

substancia na corrente sanguinea.

Objetivos

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

2. Demonstrar, em animais de experimentacdo, a
influéncia da via de administragdo no padrio e
intensidade da resposta de uma substancia em
estudo.

3. Observar tempo de absor¢io do Azul de Evans
em diferentes vias.

4. Fazer um grafico da intensidade do azul perce-
bido pela pele do animal (Tempo de aparecimento
da cor X Via utilizada).
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Escala de anotacdes dos tempos
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Via oral:
. Aparecimento da Cor
Animal .
(tempo em minutos)
1
2
3

Média e desvio padrao

Via subcutanea:

Animal

Aparecimento da Cor
(tempo em minutos)

Média e desvio padrao
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Via intraperitoneal:

. Aparecimento da Cor
Animal .
(tempo em minutos)
1
2
3
Média e desvio padréao

Via intravenosa:

. Aparecimento da Cor
Animal .
(tempo em minutos)
1
2
3
Média e desvio padréo
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Anexos

Clique ou escaneie o QR Code para acessar o video do capitulo.

IR\

LINKS

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

Instagram

https://instagram.com/lafdi_uft;

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

FarmacologiaDaDorElInflamacao/

‘27


https://www.youtube.com/watch?v=2w_NoG1WWzE
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o do Rologbo o Sitese do SbicosBootves

Introducdo ao metabolismo de farmacos

Uma das etapas essenciais da descoberta de far-
macos ¢ o estudo inicial da estabilidade metabdlica a
fim de minimizar as eventuais falhas no processo de
desenvolvimento, possibilitando a identificagao de sitios
moleculares mais vulneraveis a metabolizacdo, estabe-
lecimento da identidade quimica dos principais meta-

bolitos e sua toxicidade, além de identificar protétipos

29
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que apresentam maior atividade (processo de bioativa-
¢ao) do que o farmaco original, ou seja, os pro-farma-
cos, além de sofrerem uma série de biotransformacoes,
ao serem absorvidos, o que resultam em produtos do
metabolismo de maior polaridade que serdo mais facil-
mente excretados pela urina.

As reagoes metabolicas podem ser divididas em:
reacdes de fase 1, que sdo responsaveis por processos
oxidativos, redutores e de hidrolise; e reacoes de fase 2,
que conjugam grupos polares diretamente na molécula
do farmaco acarretando, na maior parte dos casos, em
aumento da solubilidade da substiancia e podem levar
a formacao de metabdlitos ativos ou inativos em rela-
¢ao ao farmaco original, em diferentes velocidades de
formacao, influenciadas pelas diferencas idiossincra-
ticas dentro de uma populacao (Figura 1 e Tabela 1).
Por exemplo, a toxicidade pode ser citada como a razao
para a descontinuidade de um dado composto em fase
de desenvolvimento, mas a causa real pode ser a expo-
sicao prolongada e desnecessaria ao candidato a far-
maco ou a0 seu metabdlito toéxico/reativo ou a0 surgi-
mento de interacdes medicamentosas devido a inducio
e/ou inibicio de sistemas enzimiticos envolvidos no

metabolismo.
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Fase 1 Fase 2

Farmaco _— Derivado —_— Conjugado

ﬂﬂ?gﬁi: Conjugacao com Glicina e Glutamato
Redugio Conjugagao com Glutationa

Gl idaca
O-Desalquilagao uouronicagao

laga Sulfatagéo
N-Desalquilagéo Alcj;emagéo
S-Desalquilagao Metilagdo

CYP450 e outras enzimas:
Esterases, MAO, FAO

Figura 1 - Diagrama das fases do metabolismo de farmacos (Fonte:
Gisele Barbosa).

E importante destacar que a estabilidade metabé-
lica constitui um processo essencialmente enzimatico,
com destaque para a superfamilia de enzimas do sistema
do citocromo P450 (CYP450), responsavel pela biotrans-
formacao oxidativa dos farmacos. Esse sistema enzima-
tico participa expressivamente das reagoes metabolicas de
fase 1, sendo o figado a principal fonte dessas isoenzimas.
Assim, o metabolismo, particularmente o hepatico, devido
ao efeito de primeira passagem sofrido pelos farmacos
apos sua administragao oral, ¢ reconhecido como um dos
principais determinantes das concentragcdes plasmaticas
destes farmacos, sendo amplamente utilizado na predi¢ao
da biodisponibilidade e de parametros toxicocinéticos.

CYP450 ¢ uma superfamilia de hemeproteinas que
quando associadas a flavoproteina redutase (NADPH-

-citocromo-P450 redutase) formam mono-oxigenases
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que promovem a oxidagdo, inserindo um atomo de
oxigénio em um substrato organico (RH). Apesar de
haver 18 familias de CYP, apenas 3 delas estao envol-
vidas no metabolismo de farmacos: CYP1A2, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 e CYP3A4, as quais cor-

respondem a 90% do metabolismo oxidativo dos farma-

cos existentes no mercado.

Localizagao Complexo Complexo
subcelular principal enzimatico do enzimatico do
metabolismo de metabolismo de
fase 1 fase 2
Reticulo endoplas- Citocromo P450 Glicuroniltransferase
matico monoxigenases
Flavina monoxigenase
Epoxido hidrolases
Citosol Alcool e aldeido Glutationatransferase
desidrogenase Sulfotransferase
Xantina oxidase Metiltransferases néao
Azo e nitroredutase especificas
Aldo e cetoredutases | Catecol O-metiltrans-
Hidrolases (esterases, ferases
amidases, lipases Acetiltransferase
Mitocondria Monoaminoxigenase -

TABELA 1 - Complexos enzimaticas envolvidos com o metabolismo de
fase 1 e fase 2 e sua principal localizacao subcelular (Fonte: Gisele Barbosa).

Varias vantagens estao associadas ao aumento da
estabilidade metabdlica: aumento da biodisponibilidade
e maior tempo de meia vida, o que pode permitir doses

menores e menos frequentes, proporcionando melhor
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adesao do paciente ao tratamento; melhor congruén-
cia entre dose e concentra¢iao plasmatica, consequen-
temente reduzindo ou mesmo eliminando a necessi-
dade de caros monitoramentos terapéuticos; menores
diferencas no metabolismo entre espécies, o que pode
permitir a melhor extrapolagdo dos dados de animais
para humanos; menor variabilidade inter- e intra-pa-
ciente nos niveis plasmaticos; redugao do numero e sig-
nificancia de metabdlitos ativos e consequente redugao
da necessidade de estudos adicionais de metabdlitos em
animais e humanos. Apesar disso, diversos medicamen-
tos foram retirados do mercado devido a hepatotoxi-
cidade causada pela formagao de metabdlitos reativos,

como troglitazona e felbamato.

Biotransformacao nao microssomal

A biotransformacao nao microssomal ¢ constituida
de reacoes metabdlicas de fase I catalisadas por oxirre-
dutases mitocondriais (ex. monoaminoxidades, MAO)
ou citosolicas (ex. alcool desidrogenases, aldeido desi-
drogenases, xantinas oxiredutases mitocondriais, aldoce-
toredutases, quinona redutase, prostaglandina redutase).
Esses processos oxidativos nao mitocondriais de fase 1
possuem um papel central no catabolismo das catecola-

minase de farmacos estruturalmente correlacionados a
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esses neurotransmissores que compreendem reagdes e
reducio e hidrolise.

Nesse contexto, é possivel destacar também as este-
rases que representam um conjunto de enzimas envolvidas
no metabolismo de compostos derivados do acido carbo-
xilico. Dentre as esterases, ha as carboxilesterases que sao
esterases que compreendem ampla classe de enzimas da
familia a-@ hidrolase, responsaveis pela hidrélise de xeno-
bidticos contendo em sua estrutura grupos derivados de
acido carboxilico (i.e., ésteres, amidas, tioésteres, etc). Estas
enzimas sao predominantemente microssomais localizadas
no reticulo endoplasmatico podendo ser encontradas em
diversos 6rgaos como figado, rim, pulmao, cérebro, intes-
tino, mucosa nasal e testiculo, onde podem ocorrer reagoes
metabdlicas cataliticas.

Visto que existem muitas semelhancgas entre car-
boxiesterases (CES) de humanos e de animais, roedores
sao amplamente usados como modelos experimentais
em estudos de metabolismo. As CES siao encontradas em
abundancia no plasma de roedores, enquanto em huma-
nos sao mais prevalentes no figado, outro aspecto que sim-
plifica e viabiliza o protocolo experimental em roedores
como modelo. No plasma humano, por sua vez, ha ampla
deteccao de outras esterases tais como: butirilcolinesterase,
paraoxonase e etilcolinesterase, nos quais também podem

ser encontradas em outros 6rgaos.
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Metabolismo plasmatico

O estudo do metabolismo no desenvolvimento de
farmacos ¢é realizado nas etapas iniciais do desenvolvi-
mento, a fim de identificar os sitios labeis presentes na
estrutura molecular do candidato a protétipo e os meta-
bolitos formados. Para a predicao zz vitro desses meta-
bolitos utiliza-se fragdes subcelulares, podendo ter como
matrizes biolégicas microssomas ou plasma de animais
roedores, 0s quais apresentam as principais enzimas

metabolizadoras.

Experimentando na pratica

Nesta demonstracao vamos utilizar fracoes de
plasma de roedores, sendo a predi¢io metabolica realizada

da seguinte forma (Figura 2):

1. Em um tubo tipo eppendorf sera adicionado
(1,25 pll a 10 uM) do composto a ser analisado,
50 uL de plasma fresco e 199 uL de solugao tam-
pao pH 7,4;

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

4. Ao término do perfodo de incubacio, sera rea-
lizado a precipitagio das proteinas com sol-
vente organico, 500 uL. de metanol e 500 pl. de
acetonitrila;

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

6. O sobrenadante ¢ coletado e adicionado 1,25 pL.
do padrio interno adicionado;

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

Neste estudo sao utilizados 2 controles experimen-
tais, correspondentes a 2 brancos na auséncia dos prototi-
pos com a finalidade de analisar apenas os picos cromato-
graficos referentes a matriz enzimatica nos tempos inicial

e final pré-determinados (Figuras 2).
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FIGURA 2 - llustracdo das etapas praticas do estudo in vitro do meta-
bolismo plasmético. FONTE - GISELE BARBOSA — LASSBio.

ARG

(]
1

Eriad

2 565
i

10 951

12 R

o

o
(=
ra

(=

FIGURA 3 - Cromatograma da benzocaina - 4-Aminobenzoato de
etila. FONTE - GISELE BARBOSA — LASSBio.
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FIGURA 4 - Espectro de massas da benzocaina-4-Aminobenzoato de
etila (M+H 166 m/z). FONTE - Gisele Barbosa — LASSBio.
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FIGURA 5 - Espectro de massas do padrdo interno 4-Aminobenzoato
de metila (M+H 151 m/z). FONTE - Gisele Barbosa — LASSBio.
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FIGURA 6 - Cromatograma da matriz biolégica (branco). FONTE -
Gisele Barbosa — LASSBio.
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FIGURA 7 - Cromatograma no tempo O minuto. FONTE - Gisele
Barbosa — LASSBio.
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FIGURA 8 - Cromatograma no tempo 30 minutos. FONTE - Gisele
Barbosa — LASSBio.
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FIGURA 9 - Perfil de estabilidade plasmética da benzocaina, utilizado
para a validacdo da matriz biolégica. FONTE - Gisele Barbosa — LASSBio.
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Exercicio de fixacdo

QUESTAO 1: Descreva e exemplifique os processos envol-
vidos no metabolismo de xenobibticos e suas possiveis

consequéncias.

QUESTAO 2: Desenhe o esquema da reacio de hidré-
lise, destacando onde ocorrera a quebra na estrutura da

benzocaina.

QUESTAO 3: Além da importincia farmacoldgica, em
quais outras areas se aplica o estudo do metabolismo de

compostos?
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Anexos

Clique ou escaneie o QR Code para acessar o video do capitulo.
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LINKS

http:/ /wwwlassbio.icb.uftj.br/


https://youtu.be/Pc5kjkXypGQ
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Introducao: descoberta e desenvolvimento
de farmacos

O processo de descoberta e desenvolvimento de
farmacos, que culmina com a aprova¢ao de um novo
medicamento pela agéncia reguladora é demorado e caro.
Ele leva em média 11 a 13 anos e custa em torno de 0,9
a 1,8 bilhoes de doélares (Haber & Spaventi, 2017), com
uma probabilidade de sucesso muito pequena, estimada

em uma substancia aprovada para cada 10.000 a 100.000

44
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substancias 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 eleicio do candi-
dato a farmaco, para o qual ¢ solicitada uma autorizagao
para iniciar os estudos clinicos junto a agéncia reguladora
(Noél, 2019).

De forma didatica, o processo de descoberta e desen-
volvimento de farmacos pode ser dividido em sete etapas,
como representado na figura 1. Utilizando-se de modelos
de complexidade crescente (i silico, in vitro e depois, in vivo,
em animais de laboratério), sao averiguadas e aperfeicoa-
das caracteristicas essenciais de eficacia e seguranga, assim
como caracterfsticas farmacocinéticas e farmacéuticas
(Noél & Xexéo, 2021; Noél e cols., 2021).

L bswbeta e Desenvalvimento
-.. = i i <
eigio de candidato i
aférmaco de fase 1 e fase 2 defase 3

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

A descoberta de novos candidatos a farmacos
baseia-se na avaliacdo da atividade biologica (sereening far-
macolégico) de novas moléculas sintéticas ou de produ-

tos naturais. Pressionada pela velocidade com a qual novas
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moléculas sao sintetizadas através da quimica combina-
toria, ou disponiveis em quimiotecas, a grande industria
farmacéutica, assim como pequenas firmas especializa-
das, desenvolveram técnicas robotizadas, baseadas sobre-
tudo em ensaios de ligagao com radioligantes para asse-
gurar um sereening suficientemente rapido (High Throughput
Screening). Além de excessivamente caro para a realidade
académica, algumas estratégias de sereening simplificado
apresentam falhas potenciais, principalmente falsos nega-
tivos (Noél e cols., 2001).

Tal situagao pode ser particularmente prejudicial
quando o nimero de substancias a serem testadas é rela-
tivamente pequeno, como na nossa realidade onde um
numero 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 necessario em
planejamento, sintese e avaliagao farmacolégica de novas
substancias ativas no pafs, o Laboratério de Farmacologia
Bioquimica e Molecular vem participando de projetos de
colaboragio interdisciplinar visando a descoberta de novos
candidatos a farmacos desde 2000.

Tendo longa tradi¢ao no uso da técnica de binding para
estudar a intera¢ao farmaco-receptor, nosso laboratério optou

por desenvolver ensaios baseados na ligacao 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 biolégica). As prin-
cipais vantagens destes ensaios de radioligacao (binding) sio
sua sensibilidade, especificidade e facilidade de uso.

Nestes ensaios podemos avaliar a interagao farmaco-
-receptor através de ensaios classicos de competi¢ao onde
o ligante radioativo e a substancia-teste competem pelo
mesmo receptor, sendo possivel entio determinar para-
metros como o CI (concentragio necessiria para inibir
50% da ligacdo do radioligante ao receptor) e K (constante
de afinidade do ligante competidor, nao radioativo, pelo
receptor), como discutiremos adiante.

Nota-se que o nosso laboratério desenvolveu tam-
bém ensaios de binding funcionais que permitem determi-
nar a atividade intrinseca de forma qualitativa (“uma subs-
tancia é agonista, antagonista ou agonista inverso?”), que

estao disponiveis em e-book sobre o tema (Noél, 2017).

Ensaios de binding

» 1. RADIOLIGANTE

Geralmente se faz uso de ligantes marcados com
tritio CH), em funcido das vantagens que tal marcacio ofe-
rece, como atividade biologica da substincia niao afetada

pela marcagao e atividade especifica suficientemente alta.
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» 2. ASPECTOS PRATICOS DOS EXPERIMENTOS DE
BINDING

2.1. Separagao do radioligante livre e ligado: o
método mais utilizado e considerado como padrao-ouro ¢é
da filtragao a vacuo (Figura 2), pois permite uma lavagem

eficiente e rapida.

FILTRACAO

N
&\1

V™V LR

(&

FILTRO

)
LA o

FIGURA 2 - Técnica de filtracdo a vacuo para separar o radioligante
fixado ao receptor (*LR) do radioligante livre (*L). Retirado de Noél
(2017).

2.2. Ligacdo niao especifica (inespecifica)
A ligacao inespecifica ¢ medida na presenga de um
excesso de ligante nao radioativo que se liga a0 mesmo

receptor (e mesmo sitio de ligagcdo) que o radioligante.
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Idealmente este competidor deve ser uma substancia
quimicamente diferente do proprio ligante marcado e
deve ser usado em concentracao suficientemente ele-
vada (pelo menos 100 vezes seu K)), para ter a certeza
de ocupar todos os receptores e assim, assegurar que
a radioatividade remanescente corresponde somente 2a
ligagio inespecifica (aquela que nio corresponde a uma

ligagdo ao receptor).

Protocolo Experimental

» OBJETIVO DA PRATICA
Determinar os valores de CISO e K do farmaco cetan-

serina, que se liga ao receptor 5-HT ,, através de estudo de

28
competi¢io, usando-se a [’H]-cetanserina como radioligante e

uma preparacao de cortex de rato como fonte de receptores.

Detalhamento do Experimento a ser Executado

» MATERIAIS

* Amostra Biolégica Com Alvo: Coértex de rato
adulto; 150 pg proteina por tubo; preparagio esto-
que conservada no nitrogénio liquido (13,15 mg

proteina.mL™")
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* Radioligante [’H]-cetanserina: concentracio
final de 1 nM (solugdo estoque de 1 pM)

* Meio de incubagio/tampido de ensaio:
TRIS-HCI 50 mM (pH 7,4 a 37°C)

* Prazosina concentracdo final de 100 nM (solu¢ao
estoque de 100 pM)

* Nio especifico (NS)-cetanserina: concentragao
final de 1 pM (solugdo estoque de 100 uM)

* Farmaco competidor: cetanserina = 8 concen-

tracoes (concentracao final variando entre 0,5 a

20 nM)

¢ Filtragao: filtros embebidos em polietilenoimina

(0,5%)

* Solugdo de lavagem: Solucio de TRIS-HCI
50 mM (pH 7,4 a 4°C) (gelada)

* Liquido de cintilagdo: Solucao de tolueno 0,4%
(m/v) PPO e 0,01% (m/v) POPOP

» DESCRICAO DO PROCEDIMENTO

Colocam-se os tubos de ensaio (ver composi¢ao dos
tubos no item C) em banho-maria (37°C). Adicionam-se
50 pL. da preparagao de cortex de rato (solug¢ao contendo
150 pg proteina, incluindo receptores) aos tubos, em inter-

valos de 30 segundos e incuba-se por 30 minutos.



Ensaio de Binding no Processo de Descoberta de Novos Farmacos 51

Apo6s o tempo de incubacgio, a reagao ¢ interrom-
pida pela adi¢ao de 4 mL de solu¢do de lavagem gelada a
cada tubo de ensaio, respeitando o mesmo intervalo de
30 segundos. O conteudo de cada tubo ¢ entio imedia-
tamente filtrado e lavado trés vezes pela adi¢ao de 4 mL
de solucao de lavagem gelada sobre os filtros de fibra de
vidro (tipo Whatman GF/C), previamente umedecidos
com solu¢ido de polietilenoimina (0,5%), através de um
sistema de filtracdao a vacuo constante.

Os filtros sao entdao retirados e colocados para
secar. Apos 20 minutos de exposi¢ao ao calor, os filtros
sao colocados em vials contendo 6 mL de liquido de
cintilacao. A radioatividade (CPM, Counts Per Minute) é
quantificada no contador de cintilacao liquida. O expe-
rimento ¢ realizado em triplicata.

Separadamente, colocam-se 3 filtros no suporte
metalico e adicionam-se 25 uL. da Solucao Intermediaria
(SI, ver composi¢ao no item C) em cada filtro, proce-
dendo a secagem e contagem da mesma forma que com
os outros tubos. A média destes 3 filtros ¢ denominada
de Tomada de Atividade (TA).

Um video disponivel no youtube permite visuali-
zar estas etapas realizadas no nosso laboratério https://

youtu.be/qyXGVaJWO0ho.
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» PREENCHIMENTO DOS TUBOS

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

* Solugido intermediaria (SI): radioligante + tam-
pao de ensaio + prazosina =

17,5 ul [’H]-cetanserina + 13965 pl. de tam-
pao de ensaio + 17,5 pl prazosina

* Cetanserina: diferentes concentracoes diluidas
em agua (C,a C)

* Solugao com amostra biolégica contendo o
receptor alvo (“proteina”):

399 pL de preparagao de cortex + 1351 pl. de

tampao de ensaio

» COMPOSICAO DOS TUBOS

3 x Totais controle = 400 pLL SI + 50 pLL agua + 50 pL. proteina

3 x Nao especificos NS = 400 pLL SI + 50 uL. cetanserina
(a 10 uM) + 50 pLL proteina

3 x C, =400 pL. SI + 50 pL cetanserina (a 5 nM) + 50 pL.
proteina

3x C, =400 pL ST + 50 pL cetanserina (a 15 nM) + 50 pL.
proteina

3x C, =400 pL ST + 50 pL cetanserina (a 25 nM) + 50 pL.

proteina
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3 x C, =400 pL ST + 50 pL cetanserina (a 45 nM) + 50 pL.

proteina

3 x C, =400 pL SI + 50 pL cetanserina (a 70 nM) + 50 pL

proteina

3 x C, =400 pL SI + 50 pL cetanserina (a 95 nM) + 50 pL.

proteina

3x C, =400 pL SI + 50 pL cetanserina (a 150 nM) + 50 pL.

proteina

3 x €, =400 plL SI + 50 pL cetanserina (a 200 nM) + 50 pL

proteina

Analise dos Dados

CALCULOS

I % ligacao o) it
macia NS Radioligante lRIEE0

‘média

NS
0,5 nM
1,5 nM
2,5nM
4,5 nM
7 nM
9,5 nM
15 nM
20 nM

TA (25
L)
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Representacao grafica

Diversos métodos (graficos e computadorizados)
podem ser utilizados para determinar os valores dos para-

metros de interesse nos estudos diretos e indiretos.

— Estudos indiretos (experimento de competicao
realizado neste capitulo): CL, (e K).

— Estudos diretos (ensaio de saturagdo): B_

X

(numero de sitios de ligagdo especifica no recep-
tor) e K, (constante de equilibrio de dissociagao,

que revela a afinidade do farmaco pelo receptor).

Estudos indiretos: ensaios de competicao

Baseado na Lei de A¢do das Massas e na saturabi-
lidade dos sitios de ligagao especificos (nimero finito de
receptores), podemos facilmente entender a competi¢ao
que pode ocorrer entre dois ligantes para ocupar os mes-
mos sitios ou sitios sobrepostos (desde que os dois se liguen de
Jforma reversivel). Desta forma, desenvolveu-se o ensaio de
binding de competigao entre um radioligante seletivo para
um receptor e uma substancia-teste nao marcada. A figura
3 ilustra o principio deste ensaio de competi¢io assim
como o perfil da curva de competi¢ao que obteremos com

os dados do nosso experimento.
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FIGURA 3 - Esquema ilustrando o principio do ensaio de competicdo
para determinar indiretamente a afinidade de um competidor, substan-
cia-teste ndo marcada (C), por um receptor (R), utilizando uma concen-
tragdo fixa de radioligante (L*). O valor da ligacdo especifica do radio-
ligante medida na auséncia de competidor (controle) é considerado
como 100%. Nesta simulacdo, a substancia competidora B necessita de
concentragdes maiores do que a substancia competidora A para dimi-
nuir a ligagdo do radioligante, o que pode ser quantificado pelo valor
de Cl,;, 100 vezes maior, indicando uma afinidade 100 vezes menor.
Retirado de Noél (2017).
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A equagao de Cheng-Prusoff (vide abaixo) permite
calcular a constante de equilibrio de dissociagao do ligante
competidor (K) a partir do parametro CI, estimado pelos

dados experimentais.

Equacao de Cheng-Prusoff: CI, = K. (1 + [*L] / K))

Estudos diretos (para ciéncia, pois nao faremos
isso nesta pratica)

Curvas representando a ligacido em funcio da concen-
tragao ou do logaritmo da concentragao do ligante podem
ser usadas, como em farmacologia classica (curvas “Con-
centracao-Efeito” e “Log Concentracao-Efeito”). Porém,
em ensaios de binding é mais comum empregar o grafico
de Scatchard, usado quase que exclusivamente para repre-
sentar os ensaios de binding de saturacao. Este grafico ainda
¢ muito empregado mesmo que seja s6 para visualizagao
dos dados e nio para calculo dos parametros que deve ser
feito por regressio nao linear, como faremos nesta pra-
tica. A vantagem desta representacao (Figura 4) ¢ de poder
estimar no “olhoémetro” (by ¢ye) o valor de B e avaliar a afi-
nidade do ligante pelo receptor (quando mais inclinada for a
reta, maior ¢ a afinidade (menor o valor de 1/Kd)), o que é
muito util quando se compara dois radioligantes por ex., ou

um radioligante em dois receptores diferentes.
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FIGURA 4 - Gréfico de Scatchard para representacdo dos dados de
ensaio de saturacdo com radioligante. Ligado (Bound): concentracao
de prazosina (frio + quente), ligada especificamente ao receptor; Livre
(Free): concentracdo livre em prazosina (frio + quente) presente no
meio. Retirado de Noél (2017).

Calculo dos parametros: regressao nao linear

A regressio nao linear é uma forma de analise para
ajustar dados a qualquer equagao nao linear, como ¢ o caso
das equacoes que caracterizam tanto as curvas de compe-
ticdo como de saturagao, e assim estimar o valor dos para-
metros ou constantes que queremos definir. Ela tem como
vantagem a auséncia do viés estatistico que caracterizava as
praticas antigas quer seja de simples avaliagdo grafica ou de

linearizacao dos dados (Motulsky & Ransnas, 1987).
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No caso da regressio nao linear, nao existe solugao

matematica simples como na regressao linear, o que exige
bl

o uso de algum método iterativo baseado em aproximagoes

sucessivas, somente possivel com o auxilio de computador

e programa especifico, como o GraphPad PRISM que usare-

mos para analisar nossos dados. O passo-a-passo para uso do

PRISM na analise dos nossos dados esta detalhado no video

da pratica.

Perguntas para sua reflexdo

1. Se nés realizassemos um ensaio ditreto, uma satura-

¢do com a substancia de interesse marcada/radioativa,
poderfamos descobrir mais facilmente se ela ¢ um

agonista ou antagonista?

. Discuta com seus colegas se poderfamos obter outros
valores de CL, | e/oude K, se nds testissemos a mesma

substancia com outro radioligante.

. Um aluno de iniciagao cientifica se confundiu e aque-
ceu a solugao de lavagem, além de ter demorado para
abrir a torneira da filtragaio. Como nés poderiamos
suspeitar disso olhando os valores obtidos? Reflita
como eles estariam em compara¢ao com outro expe-

rimento realizado adequadamente.

. Vocé iniciou o experimento, adicionando a pro-

tefna em todos os tubos, mas teve um imprevisto
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e precisou ir embora mais cedo. O que poderia
acontecer se voceé 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 incubagao bem menor.

5. Devido a um erro nas contas, fez-se uma solucio esto-
que de competidor 10x mais diluida do que o dese-
jado. Consequentemente, as diluigbes feitas a partir
desse estoque (dilui¢ao seriada) também ficaram 10x
mais diluidas. O erro sé6 foi descoberto ao se com-
parar os resultados com a literatura e rever as contas
do caderno de laboratorio, apos ja ter sido construido
um grafico. O grafico obtido (com valores errados de
concentragdes de competidor) esta ilustrado a seguir
(Figura 5). Esboce como deveria ser a curva com as

concentra(;ées corretas.
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FIGURA 5 - Gréfico incorreto com valores errados de concentracdes
de competidor. Curva de competicdo. Experimento realizado com
solucdo estoque de competidor em concentracdo 10x menor do que
o desejado.
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Introducao

Em farmacologia, ensaios funcionais sao aqueles
nos quais avaliamos a resposta bioldgica e permite avaliar
a eficacia de um composto através da resposta maxima
que ele produz (E_ ) assim como sua poténcia, estimada
a partir da concentragao ou dose necessaria para produzir
metade desta resposta maxima (CE, ou DE, ). No caso
da inibigdao enzimatica, a eficacia sera avaliada pelo

I e apoténcia pelo CI, .

62
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Na*/K*-ATPase

Em células de mamiferos, o transporte ativo de sédio
¢ ditado pela atividade de uma enzima conhecida por Na*/
K"™-ATPase (NKA) ou, simplesmente, bomba de Na" e
K. Considerada como uma das principais proteinas trans-
portadoras de ions, a NKA ¢ a principal responsavel pela
manutengao do potencial elétrico de membrana. Sua agao é
dependente de fons Mg”" e, ao utilizar a energia proveniente
da hidrélise de uma molécula de ATP, esta bomba transporta
3 ions Na" em troca de 2 fons K" através da membrana con-
tra seus gradientes eletroquimicos (Figura 1). Através desse
mecanismo, a NKA esta envolvida na captagao de neuro-
transmissores, aminoacidos e aguicares, extrusao de calcio,
manuteng¢ao do volume celular, produgio de calor e regula-
¢ao do pH intracelular. E, ainda, atua no transporte transe-
pitelial, como por exemplo, na reabsor¢ao tubular renal de
Na" e agua (Blanco & Mercer, 1998).

Estruturalmente, ela é um oligbmero composto
por pelo menos duas proteinas, as subunidades a« e 3, que
podem formar tetrameros. A subunidade «, composta
de 10 segmentos transmembranares («TM1-«TM10),
com aproximadamente 112 kDa de massa molecular, ¢é a
subunidade catalitica e, portanto, principal. E na subuni-
dade o que ficam os sitios de ligagdao para os cations (Na*
e K%), ATP e para ligantes especificos, os esteroides

cardiotonicos (ECTs), classicamente conhecidos como
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inibidores da funcio enzimatica dessa bomba. Foram des-
critas quatro isoformas da subunidade . A subunidade
B, conhecida como regulatoria, ¢ uma proteina transmem-
branar glicosilada, cujo peso molecular varia entre 40 a 60
kDa, dependendo do grau de glicosilacio, 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

biogénese (Blanco e Mercer, 1998).

FIGURA 1 - Atividade catalitica da NKA e inibicdo pelos esteroides
cardiotdnicos (Quintas, 2021).
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Ainda, uma terceira subunidade, y, ou FXYD2, tam-
bém pode ser encontrada associada as outras subunidades
em alguns tecidos, como o epitélio renal, mas nao é essen-
cial para a fungao da NKA.

Ambas as subunidades « e 3 possuem um padrio
de distribui¢ao especifico para cada tecido. A subunidade
ol em associagdo com a B1, por exemplo, esta presente
em todos os tecidos e é a unica isoenzima presente no rim
de mamiferos. Em tecidos eletricamente excitaveis como
o musculo cardiaco, o musculo esquelético e o tecido ner-
voso, a NKA ¢ expressa em abundancia e mais de uma

isoformas esta presente (Blanco e Mercer, 1998).

Esteroides Cardiotonicos

A funcio enzimatica da NKA pode ser inibida atra-
vés da ligacio com determinadas moléculas. Destacam-se
os ECTs, uma classe de compostos de origem natural
caracterizada pela presenca de um nucleo esteroidal e de
uma lactona ligada ao carbono 17. Em algumas moléculas
observa-se a presenca adicional de uma porgao glicosidica
ligada a aglicona pela hidroxila § do carbono 3. Até qua-
tro moléculas de agicar podem estar associadas ao radical
38-OH. Duas familias de ECTs diferenciam-se pelo anel
lactonico: os cardenolidos, presentes, principalmente, no

reino vegetal — por exemplo, a digoxina e a digitoxina,
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provenientes de plantas do género Digitalis, aquela ampla-
mente utilizada na terapéutica da insuficiéncia cardiaca
congestiva, e a ouabaina, extraida do S#ophantus gratus.
Os cardenolidos t¢ém um anel lacténico de quatro carbo-
nos (y-butirolactona-uo,B-insaturada); e os bufadienolidos,
como bufalina, estao presentes em abundancia nas secre-
¢oes de pele e nas glandulas parotéides de alguns anfi-
bios, que apresentam um anel lactonico de cinco carbonos
(5-pirona) (Touza e cols., 2011 e Figura 2).

Embora a NKA seja o tnico alvo molecular conhe-
cido dos ECTs, sabe-se que outras substancias também sao
capazes de inibir essa bomba, como demonstramos para
a ivermectina e alguns de seus analogos e valepotriatos
(Noél e cols., 2011; Bettero e cols., 2011).

HO/,I

HO, __H
HOW 0 0

HO

digoxina bufalina

FIGURA 2 - Exemplo da diferenciacdo entre as duas familias de
ECTs: (a) Digoxina, um cardenolido, com anel lactonico de 4 carbonos
(circulo vermelho), e (b) Bufalina, um bufadienolido, com anel lact6-
nico de 5 carbonos. A digoxina apresenta porcdo osidica, a esquerda
da molécula (digitoxoses).
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Protocolo Experimental

ENSAIO DE INIBICAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade ATPasica sera determinada segundo o
método colorimétrico de Fiske e Subbarow (1925), o qual
baseia-se na determina¢iao quantitativa do fosfato inorga-
nico (Pi) liberado devido a hidrélise enzimatica do ATP. A
avaliacao da poténcia inibitéria se da através da analise de
curvas de inibi¢cdo com o método de regressao nao-linear e
do célculo dos valores de CI.

A reagao é processada a 37°C em meio contendo NaCl
(94 mM), MgCl (3 mM), ATPNa, (3 mM), EGTA (1 mM),
tampao maleato-Tris (20 mM, pH 7,4), na presenca e ausen-
cia de KCI (3 mM) ou ouabaina (1 mM), em quadruplicata.

Apds uma incubagao de preparagdes enzimaticas de
tecido cerebral e renal de roedores, por um intervalo
de 2 horas, com concentragdes crescentes do inibidor
ouabaina, a reacao ¢ interrompida pela adi¢ao de solugao
de Fiske gelada. Assim, o Pi produzido pela hidrélise enzi-
matica do ATP reage com o molibidato de amobnio, for-
mando o fosfomolibidato de amoénio, de coloragio azul
e os valores de absorbancia sio determinados por espec-
trofotometro (comprimento de onda de 650 nm), ap6s 30
minutos da adi¢ao do reagente de Fiske.

A avaliacio da inibicio da atividade Na*/K*-ATPa-

sica ¢ realizada através da comparacao entre a diferenca
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dos valores de atividade ATPasica total (tubos “I”) e de
atividade basal (estes obtidos na auséncia de K" e em pre-
senca de 1 mM de ouabaina — concentragio que produz
inibicdo maxima; tubos “OUA”), que caracteriza a ativi-
dade sensivel 2 ouabaina (i.e., Na*/K*-ATPasica; Lopez e
cols., 2002) e os valores de atividade na presenca do ligante

a ser testado (tubos “ECT”, ver abaixo).

Preparacao de Tecido Cerebral e Rins de Rato

Os tecidos dissecados sao homogeneizados com um
Potter a 4°C em tampao 0,25 M contendo sacarose no pH
7,4. Depois de centrifugacao a 100.000 g por 1 h, os pellets
$A0 ressuspensos com o mesmo tampao e estocado em
nitrogénio liquido. A dosagem de proteina ¢ feita através

do método de Lowry (Touza e cols., 2011).

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

Bissulfito de Na* 0,276 g/L
Sulfito de Na* 0,276 g/L
Acido amino 2-hidroxi-naftaleno 0,046 g/1.
Molibidato de amé6nio 3,76 g/L

Obs: molibidato de amoénio deve ser previamente dissol-
vido em H_SO, (5 N) 15% (v/v)
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Meio de Reagio:

Solugio Intermediaria (SI):

ATP-Na, 3 mM

EGTA 1 mM

Acido maléico 20 mM

Tris pH 7,42 37°C
KClI 30 mM
Ouabaina (OUA) 102 M

MgCl, 30 mM

NaC(l 940 mM

Protocolo de inibi¢ao de Na*/K*"-ATPase

Data do experimento:___/_ /

Proteina (Preparacao enzimatica):

/ /___ Obs:

Diluicio:

Inibidor:

Estoque:

diluido em: / / por:
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Reagente Concentragao Volume x___ tubos
Final

Si - 200 L

MgCl, 3 mM 50 pL

NaCl 94 mM 50 uL

H,0 - 50 pL
uL/tubo - 350 pL

Adicionar

CLASSIFICACAO DOS TUBOS

Todos os tubos receberao 350 pl. do meio acima (tabela) +...
Tubo “T” = 50 uL. KCI + 50 pL. H,O + 50 uL Proteina
Tubo “OUA” = 50 uL. OUA + 50 uL. H,O + 50 uL. Proteina

Tubo “ECT” — 50 uL. KCI + 50 ul. ECT + 50 L Proteina

ECT = ouabaina (Note que ECT ¢ neste caso, ouabaina,
mas pode ser qualquer substancia que se queira testar

como potencial inibidor da enzima)

Rim de rato: Concentracdes de ECT — 107, 3 x 107, 10,
3x10*M

Cérebro de rato: Concentracoes de ECT — 10%, 3 x 10%,
107,3 x 107, 105 M
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Dilui¢oes de ECT e observacoes

Abs = absorbancia; Ativ = atividade; Inib = inibicao

71

Abs Abs Abs Abs Abs AbsECT-AbsOUA | %Ativ | %lnib

1 2 3 4 ‘média

OUA

10°

3x10

10+

3x10+

10

3x108

107

3x107

10¢




72 | CURSO PRATICO DE FARMACOLOGIA

Anexos

Cligue ou escaneie o QR Code para acessar o video do capitulo.

IR\


https://youtu.be/XqnTQJ26EpI




CAPiTULO

Zebrafish Como Modelo
Farmacologico e Toxicoldgico

Professor responsavel
Eduardo Rios Morris
Leandro Miranda Alves

Colaborador
Andressa Cabral

Laboratdrio de Endocrinologia
Experimental

O zebrafish (ZF), nos dias atuais, ¢ um modelo classico
de estudo da biologia do desenvolvimento. De fato, desde o
comeco dos anos 90 a sua utilizacio tem se massificado no
mundo inteiro devido a facilidade de manejo e o baixo custo
de manuten¢ao. No comego o gebrafish era utilizado como
modelo de biologia do desenvolvimento por causa de suas
caracteristicas de rapido desenvolvimento e a transparéncia
dos embriGes, mas rapidamente outras utilizagdes surgiram.

Hoje o modelo ¢ utilizado em mais de 500 laboratérios no

74
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mundo todo como modelo para descobrimento de novos
farmacos, analise toxicolégica, estudos de reprodugao, medi-
cina regenerativa, oncogénese e genética. Esta plasticidade
do modelo ¢ a principal caracteristica que hoje os grupos de
pesquisa estao procurando e estabelecendo nos seus labo-
ratorios. No Brasil, o modelo de zebrafish esta comegando a
ser utilizado em muitos lugares, tanto como modelo de bio-
logia do desenvolvimento como modelo toxicolégico; mas a
sua utilizacao na (Eco)Toxicologia e avaliagio de compostos
com potencial terapéutico é o que mais tem chamado a aten-
¢ao dos pesquisadores. O objetivo deste capitulo ¢ tentar
deixar clara a facilidade da utilizagdo do modelo de zebrafish
para analise farmacoldgica, aprender a anatomia e o desen-
volvimento dos embrides, conhecer os cuidados necessarios
para a manutencao de um aquario com ZF e aprender algu-
mas técnicas de manipulagdo basicas. Neste sentido, preten-
de-se apresentar o modelo de zebrafish como uma alternativa
rapida, facil e de baixo custo, em comparac¢ao aos modelos
classicos ja utilizados na pesquisa, para a avaliagio farmaco-

logica e toxicologica.

Introducao

O Zebrafish (Danio rerio), ou “Paulistinha”, ¢ um
pequeno peixe proveniente do sul da Asia, onde as condi-

¢oes climaticas adversas fizeram com que ele se tornasse
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tolerante a ambientes muito variaveis e, por causa disso,
seja facilmente criado em cativeiro e manipulavel para a
utilizacdo na pesquisa. Uma série de caracteristicas contri-
bui para que o zebrafish seja um modelo amplamente uti-
lizado. Os embrides se desenvolvem rapidamente fora da
mae, o que facilita a obtenc¢ao dos individuos sem sacri-
ficar exemplares. Nas primeiras 30 horas pos-fertilizagao
(hpf) se apresentam opticamente claros, permitindo a facil
observacao das diferentes estruturas e 6rgaos, sendo pos-
sfvel a analise de fenétipo com uma simples lupa. Apresen-
tam altas taxas de reprodugao, onde um casal pode pro-
duzir entre 200 e 300 embrides por semana em condi¢oes
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 perfodos de tempo (até aproximadamente trés anos).
Desta forma, estas caracteristicas permitem a realizagao de
experimentos de grande escala, o que ¢ de grande utilidade
para a pesquisa farmacologica e avaliagao toxicolégica.
Ap6s a fertilizagdo dos ovos, o embrido de gebrafish
com uma célula realiza divisoes seriadas a cada 30 minutos
e se desenvolvem rapidamente. Nas primeiras 4 horas pos
fertilizagao (hpf), observamos o estagio de blastula, onde
divisdes celulares seriadas fazem que o embrido se prepare
para formar o grupo de células que formara as primeiras

estruturas. A partir das cinco hpf inicia-se a formagao do
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shield (escudo), estagio embrionario de organizacio que
permitira eventos do desenvolvimento do embrido que se
seguem descritos.

A gastrulagdo comega as 6 hpf, onde serdo formados
os eixos do embriio (Antero-Posterior ¢ Dorso- Ventral)
além da geracdo das camadas germinativas (Mesoderma,
Endoderma e Ectoderma), necessarias para a especificagao
dos tecidos (Figura 1A). Durante a gastrulacao, diferentes vias
de sinalizacao sio ativadas em lugares especificos do embrido
e que levarao ao compromisso de grupos de células com as
diferentes camadas germinativas. No ponto final da gastrula-
¢ao (9,5 hpf) temos um embrido com as camadas germinati-
vas definidas e os tecidos comprometidos. Ap6s o processo
de gastrulagao os estagios de neurulagao e segmentagao
(a partir das 10 hpf, Figura 1B) formarao as primeiras estrutu-
ras visiveis do embtido, formando o tubo neural e os somitos,
estruturas que se diferenciam em musculo esquelético. Com
24 hpf, chamada também de estagio de primoérdio, é possivel
visualizar estruturas completas tals como o sistema nervoso
central, coragdo e sistema circulatério, musculo esquelético,
sistema digestorio, etc (Figura 1C). A partir deste momento,
os sistemas estido se pondo a ponto para formar um orga-
nismo completo. Entre 48 e 72 hpf o embrido eclode (sai do
corion) e passa a ser considerado uma larva, mas que ainda é
dependente do reservatério do vitelo, e s6 ap6s 5 dias é que a

larva pode se alimentar e se manter por si mesma.
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Os individuos alcancam o estagio adulto, prontos
para reproducio, a partir de 10 semanas pos fertilizagao,
sendo dessa forma, faceis de reproduzir em condi¢ées de
laboratério para realizar experimentos de reprodugao. O
tamanho de um embridao ou uma larva nao ultrapassa dos
500 pm (Figura 1), e eles se mantém desse tamanho até
alcangarem estagios juvenis (duas semanas pos fertiliza-
¢a0). Desta forma, quando se pretende avaliar os efeitos
de uma substancia quimica, a quantidade de reagente uti-
lizada para a realizacdo de experimentos, com estes peque-

nos embrioes e larvas é reduzida.

FIGURA 1 - Exemplificacdo de alguns estdgios embriondrios de
zebrafish. Acervo do Laboratério de Endocrinologia Experimental.

Os estagios embrionarios do gebrafish se encontram
muito bem caracterizados, o que permite avaliar por dife-
rentes estratégias os tecidos durante a sua formagao. Mesmo
com as facilidades que o modelo possui, uma série de ferra-
mentas foram desenvolvidas para poder melhorar a visuali-

zacao de estruturas. Uma das principais técnicas utilizadas ¢ a
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Hibridizagao In situ em embriao completo (WISH — Whole nount
In Situ Hybridization). A WISH permite visualizar estruturas e
tecidos através da utilizacao de sondas de RNA modificadas.
A ideia ¢ a utilizagdao de genes marcadores tecido especificos
para sintetizar sondas, e essas sondas interagem especifica-
mente com os RNAm marcadores dentro do embtido. Assim,
utilizando técnicas de coloragao enzimaticas, estudar a estru-
tura em formagao (Figura 2A).

Outra técnica para visualizar embriGes de zebrafish é
a imunofluorescéncia, metodologia que utiliza anticorpos
que reconhecem proteinas especificas no embridao e que
sao capazes de ser detectados por anticorpos secundarios
acoplados a moléculas fluorescentes. Utilizando este tipo de
técnica ¢ possivel 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 microinje¢Ges de
material genético dentro do embriao de 1-célula (Figura
2C) o que possibilita a injegao de material genético como
RNAm especificos para realizagdo de experimentos de
superexpressao, constructos de DNA para transformagao
celular e/ou criacio de animais transgénicos (Figura 2D),

diferentes tipos de oligonucleotideos para modificagao da
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expressao proteica especifica (morfolinos), criagao de ani-
mals mutantes e transgénicos especificos com alta especi-
ficidade utilizando a técnica de CRISPR (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) dentre outras técnicas
de modificagao génica.

Golgi/Plasma

myoD B Golgi/fPlasma membrane GolgilNuclei membrana/Nuclei

11-Somites

1-célula

FIGURA 2 - Técnicas e ferramentas moleculares. (A) Hibridizacao in
situ de embrido completo com sonda marcadora dos somitos, forma-
dores do musculo esquelético em teledsteos. (B) Imunofluorescéncia
de embrido completo com dois anticorpos especificos marcadores de
golgi (vermelho), membrana plasmatica (verde) e sonda DAPI para
marcacao de nicleo em um embrido de 24 hpf. (C) Representacdo de
uma microinjecdo de material genético em um embrido de 1 célula.
(D) Imagem representando um xenotransplante de célula tumoral
(vermelho) as 4-10 horas pos injecdo (hpi) e 24 hpi em uma larva trans-
génica de 48 hpf com capacidade de expressar GFP (green fluorescent
protein) nas células vasculares endoteliais, um modelo de doenga muito
utilizado para avaliar agressividade tumoral. Acervo do Laboratério de
Endocrinologia Experimental.



Zebrafish Como Modelo Farmacolégico e Toxicolégico 81

Zebrafish como modelo de doencas

O zebrafish é utilizado também como modelo para
o estudo de doencas humanas devido a todas suas vanta-
gens e facilidades. A maior parte dos tecidos, com exce-
¢ao pulmio e prostata, apresentam uma série de simi-
laridades que possibilita o estudo dos mecanismos de
doengas degenerativas, metabodlicas, malformagdes con-
génitas durante o desenvolvimento embrionario, cancer,
desordens no sistema nervoso e comportamentais, den-
tre outras. Para a geragcao de modelos de doengas especi-
ficas se utilizam ferramentas moleculares que permitem a
modifica¢ao da expressao de proteinas importantes para
a formagao de 6rgaos e tecidos normais, reproduzindo
assim no gebrafish o que acontece na fisiopatologia de
determinadas doencas humanas.

A utilizagao de modelos de doengas em peixes per-
mite a avaliagdo rapida e facil de possiveis tratamentos
especificos para cada tipo de doenga. A grande quantidade
de vantagens que o modelo apresenta melhora as expec-
tativas e a eficiéncia da pesquisa para realizacao de anali-
ses de grande escala para selecionar os mais promissores
protétipos candidatos a farmacos e entender os mecanis-
mos celulares e moleculares de agdo desses compostos.
Para a analise de moléculas de interesse tanto o embrido

quanto a larva ou até o peixe adulto podem ser utilizados,
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dependendo do principal interesse da pesquisa. Em qual-
quer estagio que o zebrafish for utilizado é possivel dissol-
ver o composto no meio, dentro do aquario ou da placa de
criagdo para que este seja absorvido e incorporado pelos
individuos de estudo para posterior avaliagio dos parame-
tros desejados. Esta forma de aplicagdo dos compostos a
serem estudados facilita a pesquisa e libera ao pesquisador
da necessidade de realizar injeg¢oes, ou outros métodos de

administracio mais invasivos.

Zebrafish como modelo para estudos do cancer

Como em humanos, diferentes tipos de cancer
podem ser encontrados em peixes tele6steos como o
zebrafish. De fato, as caracteristicas dos tumores encontra-
dos em zebrafish sao histologicamente muito similares aos
tumores humanos. Além disso, o zebrafish possui genes e
vias de sinalizagdo que regulam de forma semelhante o
ciclo celulat, a proliferacio e/ou a apoptose.

A utilizagao de zebrafish como modelo para avaliar os
efeitos carcinogénicos de compostos contaminantes ambien-
tais e prototipos candidatos a farmacos ¢ um dos grandes
métodos para estudos da biologia do cancer. A exposicao a
diferentes compostos carcinogénicos induz o desenvol-
vimento de uma variedade de tumores benignos e malig-

nos, e tem efeitos similares tanto em teledsteos como
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em humanos. Devido a utilizagao de diferentes técnicas
moleculares ou ativadores/repressores farmacolégicos de
oncogenes, desta forma sendo possivel estabelecer/induzir
a carcinogénese em tecidos especificos. Finalmente, com
o estabelecimento do modelo de cancer em ZF ¢é possi-
vel realizar ensaios com protétipos candidatos a farmacos
anti-tumorais em larga escala com tempo de experimenta-
¢ao bastante reduzido.

Outras técnicas de estudo do cancer também sao uti-
lizadas, como o transplante de células tumorais em embrides
(xenotransplante). Esta técnica baseia-se na utilizacio de
transplante de células tumorais em embrides de zebrafish, e
na avaliacio dos efeitos e do comportamento tumoral
(Figura 2D). Com esta técnica, a proliferagio e a migragao
(metastase) das células tumorais, a angiogénese € o recruta-
mento de vasos sanguineos podem ser estudados, assim como
os efeitos de compostos antitumorais. Desta forma, 7z vivo,
¢ possivel realizar estudos com células tumorais de diferen-
tes tecidos como pancreas, pulmao, cancer de mama, ovatrio,

prostata, retinoblastoma, rabidomiosarcoma, leucemia e etc.

Toxicologia e descoberta de novos compostos
com potencial terapéutico

Todas as vantagens mencionadas anteriormente

fazem com que o zebrafish seja hoje um modelo de
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grande importancia e potencial para analise toxicolégica
e para o descobrimento de novos firmacos e compos-
tos. Os efeitos da exposi¢do a um composto podem ser
avaliados por visualiza¢io de fendtipos. O estudo da
funcgio de 6rgios e tecidos pode ser realizado para uma
melhor compreensao dos efeitos da exposi¢dao aos far-
macos/compostos de interesse.

O zebrafish pode ser utilizado também como
modelo de predi¢ao toxicoldgica através de ensaios de
avaliacio da CL (concentracio letal) e da CL50 (con-
centra¢ao de uma substancia quimica no ar ou na agua
que leva a morte de 50% dos individuos em um tempo
pré-estabelecido). Diferentes farmacos de uso na clinica
foram primeiramente avaliadas em gebrafish para serem
posteriormente aprovadas pela FDA (Food and Drug
Administration, USA). Para diferentes compostos tem se
observado que a CL50 ¢ levemente menor em gebrafish
do que em mamiferos, a0 mesmo tempo, os efeitos em
orgaos especificos apresentaram similaridades notaveis
entre o gebrafish e os mamiferos.

O zebrafish tem sido utilizado também como modelo
de estudo de prototipos candidatos a farmacos com poten-
cial terapéutico. O processo de estudo se divide em quatro
etapas: analise de grande escala de potencial terapéutico,
identificacdo de alvos, validacao dos alvos e desenvolvi-
mento de ensaios. Em cada uma dessas etapas o gebrafish

pode desempenhar um importante papel.
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Atividade pratica

Cuidados de um gebrafish adulto, manipulagao e aca-
salamento para obtengao de embrides.

Zebrafish adultos de mais de 3 meses serdo coloca-
dos em aquarios para a familiariza¢io dos alunos com o
modelo. Sera explicado como deve ser feita a manipula-
¢ao dos peixes, quais sa0 Os materiais necessarios para a
prepara¢do do acasalamento e quais sao as caracteristi-
cas principais para a diferencia¢do entre machos e fémeas
(Figura 3). As principais caracteristicas para diferenciar
machos e fémeas ¢é pela coloragio e pela barriga pronun-
ciada da fémea por causa da acumulagao de ovos. O obje-
tivo da manipulagao de peixes adultos permite que os alu-
nos sejam capazes de compreender a facilidade do modelo,
vivenciar a rotina de um laboratério que utiliza gebrafish
para obter embrides, conhecer as caracteristicas principais
necessarias para a realizagio de um acasalamento exitoso,
aprender a manipulagdo de embrides em estagios de uma
célula, e acompanhar as primeiras divisoes celulares ao

longo da aula pratica.
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FIGURA 3 - Metodologia de acasalamento para obtencdo de embrides.

Um macho e uma fémea sio colocados em aqua-
rios separados na noite anterior ao acasalamento. No dia
seguinte, no horario que a luz do biotério acende, eles
sao colocados no aquario de acasalamento para come-
car a colocar os ovos. Para o processo de acasalamento ¢é
necessario um aquario com fundo falso para a posterior
coleta dos ovos fecundados (B). E necessario reconhecer
os melhores machos e fémeas para obter uma maior quan-
tidade e melhor qualidade de embrides (A).

Qual sera o macho e fémea nesta figura?
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Manipulacao de embrides para analise de
compostos e moléculas para estudar seus efeitos
na fisiologia do ZF

Os embrides de zebrafish podem ser utilizados em
diferentes estagios do desenvolvimento embrionario, depen-
dendo do tipo de analise, de tecido ou 6rgao que se deseja
estudar ou grupo de células que queremos acompanhar. Cada
estagio embrionario e larval se encontra muito bem caracteri-
zado (Figura 1), e para avaliar efeitos fenotipicos ¢ necessatio
conhecer bem a forma e anatomia do animal.

Utilizando a tabela da Figura 1 os alunos terao que reco-
nhecer os estagios do desenvolvimento em uma placa con-
tendo embrides em diferentes estagios do desenvolvimento.

A experiéncia sera realizada expondo as larvas de 48-72
hpt a substancias (Cafeina ¢ Diazepan) com conhecidos efeitos
na fisiologia do gebrafish onde os alunos terdo que pensar e pro-
por um desenho experimental, realizando tratamentos com o0s
diferentes compostos em diferentes concentragoes e avaliarao
os efeitos fisiologicos a partir das observagoes realizadas.

Para executar as experiéncias os alunos serdo dividi-
dos em grupos e fardo os diferentes tratamentos utilizando
uma placa de 24-pogos contendo no maximo 3 larvas por
pogo com 500 pL. de meio de embrido total. A proposta sera
discutir as observagbes obtidas a partir das analises realiza-
das no final do curso e comparar os resultados dos grupos

participantes.
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Anexos
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Introducao

A dor pode ser descrita como “experiéncia sen-
sitiva e emocional desagradavel associada a uma lesao
real ou potencial dos tecidos” (IASP — Iwternational
Association for the Study of Pain) (IASP, 2020). Pode-se
dizer que a dor ¢ um sintoma com finalidade prote-
tora, protegendo a integridade fisica do organismo no
ambiente. Reflexos coordenados e respostas compor-

tamentais sao induzidos para que seja minima a lesao

90
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tecidual. No entanto, a definicao de conceito de “dor”
nao ¢ tao facil, visto que componentes subjetivos pro-
prios do individuo podem alterar a resposta a estimulos
algogénicos. As metodologias empregadas para estudo
da nocicep¢ao utilizam estimulos nocivos em animais,
0s quais apresentam reagcoes comportamentais compati-
veis com a sensa¢ao de dor desprovida do componente
emocional, ou seja, reflete a ativagdo das vias nocicepti-
vas. O termo nocicep¢ao tem sido usado para descrever
o processo neural de codifica¢do e processamento dos
estimulos nocivos, portanto “dor” e “nocicep¢ao’” nao
devem ser confundidos.

O primeiro passo que origina o fenémeno sensiti-
vo-doloroso ¢ a transformacio dos estimulos (térmico,
mecanico ou quimico) em potenciais de a¢ao que, das
fibras nervosas periféricas, sao transferidos para o sis-
tema nervoso central. Quando ocorre uma injiria teci-
dual devido a um estimulo quimico, mecanico ou térmico
ha a liberacao de mediadores quimicos (K*, 5-HT, BK
e histamina) e lipidicos (prostaglandinas e leucotrienos)
que levam a ativagdao e sensibilizacio dos nociceptores
(receptores especificos para dor), respectivamente. B
gerado um potencial de agdo que se propaga por toda
a fibra nervosa aferente primaria (fibras A3 (mielinicas)

e C (amielinicas)), onde ha liberagcao de sP que age nos
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mastocitos fazendo com que eles liberem histamina e
também nos vasos sanguineos onde promove vasodila-
tacao. Esta mesma fibra também libera glutamato que
ativa as vias ascendentes de modula¢ao da dor (agem em
receptores do tipo NMDA que permeia Na®). O estimulo
nervoso chega ao corno dorsal da medula espinal, onde
ocorre a 1 sinapse sensorial, ativando a via ascendente
que propaga o estimulo nervoso até o tilamo onde havera

a percepcao da dor (YAM e cols., 2018) (Figura 1).

Talamo Neurdnios
inibidores
da nocwceplc 80
Transmissao do sinal
doloroso para o cérebro

-—

Hipotdlamo I l

Via Via
ascendente descendente
inibitéria

Ganglio da raiz dorsal

Fibras aferentes

Ativacdo do SNC na
medula espinal
w
Noci::’:’pxlco;:s Ativacdo do sistema
peri nervoso perifperico

Estimulo
mecénico,
térmico ou

quimico

Corno dorsal

I

FIGURA 1 - Processos fisiolégicos da nocicepcao: transducéo, trans-
missdo, modulacdo e percepgdo. Imagem feita em BioRender.com
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Nocicepcao periférica - Modelo da Lambedura
de Pata Induzida pela Formalina

Este modelo de avaliagio de nocicepgao periférica é
caracterizado por uma resposta bifasica: a primeira fase, é
uma resposta de dor neurogénica aguda de curta duragio
que ocorre durante os primeiros 5 minutos logo apos a inje-
cao intraplantar de formalina (2,5% p/v). A segunda fase,
tonica e mais duradoura, ocorre entre 15 e 30 minutos apos
a injecdo intraplantar e é uma resposta inflamatoria a dor
(Hunskaar & Hole, 1987).

Nocicepcao central - Modelo da Placa Quente

Para avaliar a agdo antinociceptiva supraespinal de um
farmaco utiliza-se o modelo da placa quente, que consiste
em submeter o animal ao estimulo térmico quando colocado
sobre uma placa aquecida a temperatura de 55 + 1" C. O ani-
mal apresenta consciéncia da nocicep¢ao, visto que responde
com a intengao de se proteger frente ao estimulo nocivo, atra-
vés da retirada e/ou lambida das patas. Esse comportamento
reflete a ativacao do cortex somatossensorial e o envolvimento
de mecanismos supraespinal ao nivel talamo-cortical (Matheus
e cols., 2005). Substancias capazes de promover analgesia ao
nivel espinal e/ou supraespinal apresentam um maior tempo de
laténcia, ou seja, permitem que o animal resista por mais tempo

a0 estimulo nocivo nestes modelos citados.
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Atividade pratica

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 actilico com bequer,
espelho, cronometro, seringa de 0,1 mL, seringa de 500 pL

e solugao de formalina (2,5%).

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O modelo consiste na inje¢ao intraplantar de 20 uL. de
formalina na pata traseira direita do camundongo. Regis-
tra-se, com o auxilio de um cronémetro, o somatotrio 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 12 fase 2° 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 0s sexos.

Material utilizado

Placa metalica aquecida a 55 + 1° C, cronémetro, seringa
de 0,1 mL.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Colocar o animal na placa aquecida e registrar o
tempo de laténcia com o auxilio de um cronémetro, ou
seja, o tempo que o animal leva para retirar e/ou lamber
e/ou saltar sobre a superficie 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 administracdo da substancia de tratamento
(0,1 mLL/10 g), por via oral. Por meio dessas medidas se
estabelece o tempo de “Cut-gff”, ou seja, o tempo maximo
de permanéncia 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 laténcia com intervalos de 30" apds o trata-
mento dos animais. Os resultados sdo expressos como per-
centual de aumento em relagdo a linha de base (= tempo
de laténcia x 100/linha de base - 100).

RESULTADOS

Tempo de Laténcia (em segundos)

Controle Tratamento
Animal
-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:
Y% AERLB*:

* Percentual de Aumento em Relagdo a Linha de Base = tempo de laténcia x

100/linha de base - 100).
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Anexos

ﬁ'

Clique ou escaneie o QR Code para acessar o video do capitulo.

IR\

LINKS

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

Instagram

https:/ /instagram.com/lafdi_uftj

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

FarmacologiaDaDorElInflamacao/


https://youtu.be/3z3ZFxqutos




CAPITULO

Métodos Imunoldgicos para
Deteccao de Moléculas Alvo:
Western Blot e Imunocitoquimica

Professor responsavel
Lucienne da Silva Lara

Colaboradores

Aline Leal Cortés, Dayene Santos Gomes,
Mayara Amorim Romanelli Ferreira dos Santos,
Paula de Aquino Soeiro, Raquel Costa da Silva

Laboratério de Farmacologia Renal

ﬁFormocologio
Renalfy

Introducao

Métodos imunoldgicos tém sido amplamente utiliza-

dos na analise clinica e na pesquisa cientifica para a detec-

¢ao e localizagdo de moléculas chave para eventos celula-

res. Sao métodos de elevada sensibilidade e especificidade.

A base destes métodos ¢ a interagdo entre antigenos e Acs

especificos produzidos em um organismo animal (coelho,

rato, camundongo ou burro) pelos linfécitos B.

100
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O que sao os anticorpos (Ac)?

Sio glicoproteinas sintetizadas e liberadas pelos
plasmocitos presentes no plasma, tecido e secre¢oes. Os
plasmocitos sio células derivadas dos linfocitos B, que ¢é
um tipo de leucécito (glébulo branco). Sio sinénimos:
imunoglobulinas (Ig) e gamaglobulinas. Apresentam como
principal fun¢do o reconhecimento de moléculas estranhas
ao organismo, denominadas antigenos, de forma especi-
fica e com alta afinidade (https://www.btitannica.com/

science/antibody).

O que sao os antigenos?

E toda a substincia que, 20 entrar em contato com
um organismo, inicia uma resposta imune, através da
ativacao linfécitos especificos. Os antigenos podem ser
classificados em imundégenos ou haptenos. Os imunoé-
genos sao moléculas que suscitam uma resposta imune
ou memoria, sao bons imundgenos proteinas e polissa-
carideos. Sao haptenos as moléculas que geram baixa
resposta imune como os lipidios (Abbas e cols., 2019).
Os acidos nucleicos, podem ser considerados como
haptenos, mas quando em cadeia simples ou associados
as proteinas podem ativar resposta imune (Berzofsky e
cols., 2021).
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Como os Ac sao produzidos?

Os Ac sdo produzidos pelos linfécitos B, que sao
células que se originam na medula 6ssea vermelha e sao
distribuidos ao organismo pelo sistema linfatico (https://
www.britannica.com/science/antibody). A base tedrica
para a produgao dos Ac ¢é explicada pela selecio clonal
(Abbas e cols., 2019). Segundo essa teoria, uma grande
variedade de linfécitos contendo diferentes receptores
para antigenos é produzida durante o periodo embrio-
nario. Neste periodo, os receptores que reagirem contra
qualquer antigeno serao eliminados, uma vez que estes
antigenos sio componentes do proprio organismo. Vale
ressaltar que, se neste mesmo periodo, estiverem presen-
tes antigenos externos, nao se desenvolvera imunidade
contra este antigeno. Da mesma forma, se algum antigeno
do organismo nao puder ser reconhecido pelo receptor,
com o desenvolvimento do organismo, este antigeno sera
considerado como invasor/estranho, sendo a base fisio-
patolégica de uma doenga autoimune. Este receptor, pre-
sente no linfécito B, é um Ac especifico deste linfécito
(denominado CD e um numero) que ativa uma sinalizagao
intracelular, sinalizando a sua morte no embtrido ou a sua
proliferacao no adulto.

Acompanhe a Figura 1, quando um antigeno invade
o organismo adulto, linfécito(s) imaturo(s) que tiver(em)

o receptor especifico para este antigeno se prolifera(m),
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amadurece(m) e se diferencia(m), podendo derivar em plas-
mocitos ou em células de memoria (Abbas e cols., 2019).
Os plasmocitos sao as células produtoras de Ac, que sao
semelhantes ao receptor do linfécito B que reconheceu o
antigeno inicialmente. Células de memoria pertencem a
este mesmo clone, e sao essenciais para que, numa segunda
exposi¢ao ao antigeno, a reagao imunoldgica seja mais rapida
e intensa, uma vez que nao ¢ necessario passar pelo processo
de selecao (Shukla e cols., 2009).
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FIGURA 1- A teoria da selecdo clonal e a produgdo de Ac especificos.
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Quais sao os tipos de Ac produzidos?

Baseando-se na teoria da selecao clonal, existem dois
tipos de Acs contra um determinado antigeno: os policlo-
nais (advindos de varios clones de linfécitos B) e os mono-
clonais (advindos de um unico clone de linfécito B) (Abbas
e cols., 2019). Para entender melhor a natureza destes dois
tipos de Acs, antes, precisamos entender o conceito de
epitopo ou determinante antigénico. Um certo antigeno,
por conta do tamanho ou da estrutura quimica, pode ser
reconhecido por varios linfocitos, levando a ativagdao de
varios clones de linfécitos B porque cada um deles reco-
nhece uma pequena por¢ao do antigeno. A essa pequena
porcao capaz de gerar uma resposta imunologica denomi-
na-se epitopo (ou determinante antigénico; Figura 2). Cada
epitopo induz a produ¢ao de um Ac especifico. O mesmo
raciocinio vale para organismos inteiros como bactérias,
que sao inicialmente fagocitadas, digeridas e seus epitopos

sao apresentados.
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FIGURA 2 - Os diferentes epitopos de um antigeno (A). para cada
epitopo um Ac é gerado (B). Os Ac policlonais se originam de dife-
rentes linfocitos B e reconhecem diferentes epitopos de um antigeno.
Ja os Ac monoclonais advém de um Unico linfécito B, selecionado arti-
ficialmente e replicado diversas vezes como um clone.

Qual é a estrutura de um Ac?

Os Ac sao formados por 4 estruturas proteicas
ligadas entre si por pontes dissulfeto em formato de
“Y” (Figura 3). Estas quatro estruturas sao compostas
de duas cadeias pesadas idénticas e duas cadeias leves
idénticas. Na parte de cima do “Y”, encontram-se 2
sitios de ligagdo ao antigeno, que permite a formagao
de liga¢bes cruzadas entre o mesmo Ac, o que permite a
precipitacao do complexo antigeno-Ac (Ag-Ac). A parte

de baixo do “Y” é considerada a regiao da cauda e pode
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estar conjugada a fluorescéncia ou enzimas para os dife-
rentes processos de detecgdao. Os Acs sao classificados
em IgA, IgD, IgE, IgM e IgG (Tabela 1). Especialmente
a IgG, que representa 75% das proteinas totais, parti-
cipa amplamente do processo imune com ativagao final
do sistema complemento. Com isso, essa imunoglobu-
lina ¢é largamente utilizada em métodos imunolégicos
(Abbas e cols., 2019).

REGIAY VARIA VE(
« [
CADCIA »
PESADA

FIGURA 3 - Estrutura de um anticorpo.
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IgG IgM IgA IgE IgD
Sl
N7 /A
Y AL « Y ¥
=/\= ¥ I
@) Y "oy
cadeia leve Y (gamma) p(mu) a (alpha) £ (epsilon) 8 (delta)
peso molecular | 150 kDa 900 kDa 385kDa 200 kDa 180 kDa
numero de
sitios de 2 10 4 2 2
ligagéo
% de
anticorpos 80% 6% 13% 0.002% 1%
totais no soro
fixagao do SIM SIM NAO NAO NAO
complemento
Basdfilos e

distribuigao Intravascular e Principalt lar e i rfici

extravascular Intravascular secregdes (salivae de linfécitos

secregdo nasal)

Principal anticorpo Resposta priméria, ) )

do sangue, fixagdo do Secretado no Anticorpo daalergia | Receptor
fungdo neutraliza toxinas e fw"'"p'eme“m‘ muco, lagrimas e | © de atividade anti- da célula

2 lonomero serve . paraSIQérla B
fixagao do como receptor da saliva
complemento célula B.

TABELA 1 - Tipos de Anticorpos e as suas funcoes.

Como os Ac sao produzidos para uso em
metodologias imunoldgicas?

A produgao de Acs policlonais envolve 3 etapas: o iso-

lamento do antigeno, a fase de imunizacao do animal (coe-

lho, rato, camundongo ou burro) que leva a producao de IgG

especifica para o antigeno. Em seguida ¢é feita a purificagio

do Ac do soro quando nio ¢é possivel a sua utilizacao direta.

Para a produgiao de um Ac monoclonal, as etapas sao mais

complexas (Figura 4). Ap6s a imunizacao do animal, os linfo-

citos do baco sao retirados e fundidos com células tumorais

de mieloma, que garante a imortalidade da célula (hibridoma).
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O hibridoma ¢ selecionado a partir de um meio de cul-
tura que permita somente o crescimento deste tipo celular.
Em seguida, essas células sao distribuidas em pogos, de
forma a se obter a densidade de 1 hibridoma por pogo para
que as células descendentes sejam provenientes de apenas
deste clone. Estes hibridomas iniciardo a produgao de Acs,
que estarao presentes no meio de cultura. O(s) clone(s)
que produzirem Acs com maior afinidade e especificidade
serao selecionados, através de testes usando técnicas imu-
nolégicas como a imunodeteccio (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.
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FIGURA 4 - Esquema simplificado de producdo de um Ac monoclonal.
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FIGURA 5 - Comparacdo entre os Ac policlonais e monoclonais que
norteiam a escolha para a aplicacdo da metodologia de deteccdo/loca-
lizacdo de proteinas.

Como os Ac podem ser utilizados para analises
clinicas e de pesquisa?

Os Ac podem ser uteis na deteccao de proteinas de
interesse para analises clinicas, como as proteinas marcado-
ras de patologias ou na pesquisa, quando se deseja conhecer
o aumento ou diminui¢io da quantidade de proteinas e/ou a
sua localizacio em um tecido. Para a execuc¢ao desta atividade, é
preciso que a regiao constante do Ac seja ligada covalentemente
(conjugados) a compostos que permitam a sua separacao (ex:

agarose) ou detecgo (ex: peroxidase, fluorédforos, ouro, etc).
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Porém, a modificagao de um Ac é um processo tra-
balhoso e custoso, sendo mais complicado construir um
unico Ac que tivesse que ser especifico ao antigeno na sua
funcdo variavel e ainda conter uma modificacio na sua
funcio constante. Para contornar esse problema, a maio-
ria dos métodos imunolégicos utilizam o método indireto
de detecgao (Figura 6), ou seja, utilizam em suas amostras
dois tipos de Ac em sequéncia: Ac primario e Ac secunda-
rio. O Ac primario ¢ aquele que reconhece o antigeno de
interesse (ex: proteina), enquanto o secundario reconhece
o Ac primario como seu antigeno. Este Ac possui em sua
funcdo constante alguma molécula de detecgao, como

moléculas fluorescentes.

ANTICOR PO
§€CUNDARI 0 'ﬂ

COM EMLIM A K ) SUBSTRAT

FIGURA 6 - Método indireto de deteccdo de proteinas.
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Quais sao os métodos imunologicos disponiveis
atualmente?

Sio divididos em métodos de purificagio e quantifi-
cagdo e analise. Os métodos de purificagio consistem na
imunoprecipitagao e na cromatografia de afinidade. Entre
os de quantificagao e analise compreendem: a imunodetec-
¢ao (Western blot), imunocitoquimica, radioimunoensaio e
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

Nesta pratica, vamos discutir os métodos relacionados

a quantificacao e analise: Western blot e Imunocitoquimica.

OBJETIVOS

a. Compreender assuntos que usam os métodos imu-
nologicos que sio encontrados em todos os ramos

das ciéncias bioldgicas, incluindo a Farmacologia;

b. Promover o conhecimento da técnica de imunode-
teccao e localizacao de proteinas, chave para execu-

¢ao de trabalhos experimentais e analises clinicas.
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Protocolo Experimental
WESTERN BLOT

E uma técnica que possibilita reconhecer e quan-
tificar antigenos a partir de um gel de eletroforese,
geralmente SDS-PAGE (PAGE = polyacrylamide gel
electrophoresis). Nesta primeira etapa, as proteinas sao
desnaturadas e carregadas negativamente em uma solu-
¢ao denominada tampao de amostra. Isso permite que
as proteinas de uma amostra sejam separadas pelo seu
peso molecular e corram em dire¢iao ao catodo durante a
eletroforese. Na segunda etapa, as proteinas separadas no
gel de acrilamida sdo transferidas para uma membrana de
nitrocelulose onde ocorre o processo de imunodetec¢ao

propriamente dito.

Amostra: homogeneizado renal

Diluigao da amostra: cada pogo do gel deve conter no

maximo 30 uL. contendo 60 pg de proteina.

Concentracao da amostra: mg/ml

bg L

= uL de ptn

00 pg X
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O tampao de amostra deve corresponder a 1/3 do

volume total, ou seja, 10pl. Logo teremos:

uL de ptn + 10 pLL de tampao de amostra +
uL de agua = 30 pLb

Em alguns casos, a amostra deve ser fervida para

garantir a desnaturacdo das proteinas.

Composi¢ao do tampao de amostra:

PREPARO DO GEL

O gel ¢ preparado pela polimeriza¢io de mono-
meros de acrilamida (formando uma matriz inerte para
a migracao das proteinas) e o tamanho dos poros do
gel pode ser ajustado variando a concentragao da acri-
lamida adicionada para retardar a migra¢do da proteina
de interesse. Quando se inicia a eletroforese, as pro-

teinas sao atraidas para o polo positivo e repelidas do
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polo negativo. Dependendo do ponto isoelétrico' da
proteina, elas podem possuir cargas positivas ou nega-
tivas. Para que todas as proteinas da amostra possuam
cargas negativas e que a separacao seja feita exclusiva-
mente pelo peso molecular, um detergente carregado
negativamente, o SDS (dodecil sulfato de sédio), se liga
nas regioes hidrofébicas das proteinas mascarando a sua
carga intrinseca. Isso também permite que as proteinas
sejam desnaturadas, atravessando melhor os poros e
que migrem em dire¢ao ao polo positivo em um campo
elétrico. Para assegurar a desnaturagao da proteina, o 3
mercaptoetanol, um agente redutor, ¢ utilizado no tam-

pao de amostra.

Proteinadeinteresse (antigeno):

Peso molecular: KDa
Concentracio de Acrilamida/Bis acrilamida do gel de

corrida:

Stacking gel (5%): Responsivel pelo “empilha-

mento” das proteinas presentes na amostra antes da

! Ponto Isoelétrico (PI) é o valor de pH onde uma molécula apresenta carga
elétrica liquida igual a zero. Como vocé ja sabe, a unidade basica de uma protei-
na sio os diferentes aminodcidos. Estes, por sua vez, contém os grupamentos
COOH e 0o NH3+. O pI é o pH no qual ha equilibrio entre as cargas negativas
e positivas dos grupamentos i6nicos de um aminoacido ou de uma protei-
na (através do somatdrio de cargas dos aminodcidos). Para saber mais, leia o
capitulo 3 do livro “The Cell” (Alberts e cols., 2014).
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separagao propriamente dita. O stacking gel evita o

“arraste” das proteinas.
2950 pL. de H20
1250 pL de Tris 0,5M (pHO6,8)
800 pL de Actilamida/Bis acrilamida
50 pL. de SDS 10%
Catalizadores: 25 pLL de APS e 2,5 uL. de TEMED,

promovem a polimerizacao da acrilamida-bis acrila-

mida formando o gel.

Running ou gel de corrida: Responsavel pela sepa-
racao das proteinas da amostra de acordo com o peso

molecular.
__pbLdeHO
_ pLdeTris 1,5M (pH 8,8)
_ L de Acrilamida/Bis acrilamida
_ pLdeSDS

Catalizadores: ___ pl.de APSe____ ul de TEMED.
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ETAPAS PARA A FORMACAO DO GEL DE
POLIACRILAMIDA

1. Montagem do aparato de eletroforese

2. Colocar o gel de corrida deixando um espago de
2 cm até o final da placa de vidro. Adicionar agua
até o final da placa de vidro, para evitar o contato
do gel com o ar e acelerar a polimerizacao. Deixar

polimerizar de 20 a 30 min

3. Retirar a agua e colocar o stacking gel até o final
da placa de vidro de modo que transborde, colocar
o pente com cuidado para nao gerar bolhas de ar.

Deixar polimerizar de 15 a 20min

CORRIDA

Apbs a retirada do pente, mover as placas para o
aparto e preencher o aparato com tampao de corrida 3 g
de Tris base; 14,4 g de Glicina; ajuste do pH para 8,3; 1 g
de SDS — H,O gsp 1000 ml). Adicionat, entio, os 30 ul. da
amostra cada qual no seu pogo, sempre acompanhados por
um padriao 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 metodoldgico. Adaptado de: https://www.creative-diagnos-
tics.com/Sample-Gel-Preparation.htm. (Imagem: dominio publico).

TRANSFERENCIA

A fim de tornar as proteinas acessiveis a detec¢ao
por Acs, ¢ feita etapa de transferéncia destas do gel para
uma membrana adsorvente. Colocar em uma bandeja
com tampao de transferéncia (3,03 g de Tris; 14,4 g de
Glicina; 200 mL de Metanol; H,O gsp 1000 mL) o san-
duiche que consiste na pega de acrilico preta (polo nega-
tivo) + espuma+ papel de filtro + membrana de nitroce-
lulose + gel (que acabou de correr) + papel de filtro +
espuma + peca de acrilico transparente (polo positivo).
E importante que esta sequéncia seja seguida para que
as proteinas presentes no gel se movem através da cor-
rente elétrica aplicada, indo para a membrana na mesma
disposicao que foi aplicada no gel (Figura 8A). O san-

dwich devera ser colocado em uma cuba com o tampio e

17

proteinas
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a transferéncia devera ocorrer a 350 mA por 1h e 30min.
Passado o tempo, a membrana devera ser corada com
vermelho de Ponceau para avaliar a eficiéncia da transfe-
réncia (Figura 8B). Confirmado esta etapa, a membrana
devera se incubada com uma solucao de leite desnatado
5% por uma hora, objetivando o bloqueio dos sitios ines-
pecificos presentes na membrana, impedindo a ligagao

dos Ac nestes locais.

)
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D
Nt

papel de filtro 0
//.

Membrana de Transferéncia -
(nitrocelulose ou PDVF) = 4

s L

Gel -
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) =
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/
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Transferéncia semi-seca
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FIGURA 8 - Etapas do processo de transferéncia das proteinas do
gel de eletroforese para a membrana de transferéncia. Adaptado
de: https://www.creative-diagnostics.com/Sample-Gel-Preparation.
htm. (Imagem: dominio publico). Para a maioria das transferéncias,
a membrana de nitrocelulose é escolhida, mas se as proteinas tiverem
caracteristica mais hidrofébica, recomenda-se o uso da membrana
PVDF (A). Membrana corada com vermelho de Ponceau, sendo possivel
observar as proteinas coradas. Imagem do Laboratério de Farmacologia
Renal, ICB/UFRJ (B). (Towbin e cols., 1979; Towbin e cols., 1984).
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IMUNODETECCAO

Ac primario:

Ac secundario:

Ap6s 3 lavagens seguidas de 5 min cada, com solu-
cdo de TBS (1,21 g de Tris; 4 g de NaCl; H,O gsp 1000
ml — pH 7,6), é realizado a incubagdo com o Ac primario
durante 1h. Posteriormente, é feita a lavagem da mem-
brana por 3 vezes (de 5 min cada) com solugdao de TBS.
Entao, ¢ realizada a incubacio da membrana com Ac

secundario por 45 min.

REVELACAO

A fluorescéncia ¢ detectada no aparelho Odsey
Licor. A partir das imagens adquiridas (Figura 9), as ban-
das reveladas terdo suas densitometrias calculadas em um

programa de computador - Scion Image.
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FIGURA 9 - Imagem da membrana obtida no aparelho Odsey Licor,
apds processamento. Observa-se a marcagdo da banda, na qual foi
utilizada Ac primario anti-p-actina (~ 43kDa). (Acervo do Laboratério
de Farmacologia Renal, ICB/UFRJ).

IMUNOCITOQUIMICA

A imunocitoquimica utiliza o mesmo principio da
imunodetec¢ao, isto ¢, a ligacao especifica do Ac detec-
tavel ao antigeno. A tnica diferenca esta na apresentagao
do antigeno que se encontra fixado na lamina, e ndo na
membrana. Este método tem uma precisao menor quando
comparado com a imunodetec¢ao (Western blot), mas tem
como principal vantagem mostrar a localiza¢ao cito- ou

histolégica do antigeno.



122 | CURSO PRATICO DE FARMACOLOGIA

Os sistemas de detecgao nesta técnica geralmente

sao a peroxidase/DAB (diaminobenzidina) + H,O, ou

fluoréforos. Usando diversos fluoréforos ligados a dife-

rentes Acs é possivel determinar em um mesmo tecido a

co-localizagao de dois ou mais antigenos. As etapas deste

método estao resumidas na Tabela 2.

Preparagéo da Amostra

Protocolo da Imunocitoquimica

Fixacao

Bloqueio

Incorporagéo

Incubagéo com Ac primario

Seccao da Amostra

Incubacédo com Ac secundario

Recuperagao Antigénica

Adicao do substrato enzimatico

Montagem da lamina e
visualizagao

TABELA 2 - Etapas para a detecgcdo por imunocitoquimica.

B.1. DESPARAFINIZACAO E REIDRATACAO DOS

CORTES

Passo 1 — Esquentar na estufa 60 °C por 60 min ou

52 °C overnight

OBS: Escrever com lapis na lamina: condigao, dia,

Ac e concentracio.

OBS: Ligar o banho para chegar a 95 °C
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Passo 2 — Remogio da parafina/reidratagdo
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 ENDOGENA

Passo 4- Bloqueio da Peroxidase endogena.
4.1 Adicionar 2 a 3 gotas do Peroxabolish por 10 min

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

Passo 5 — Melhorar a penetragido do Ac

5.1 Adicionar 5ml do decloker com 45 ml de agua des-

tilada no jarro branco.
5.2 Colocar o jarro branco no banho a 95 °C.
OBS: Confirmar a temperatura com termometro.

5.3 Ao atingir 95 °C colocar as laminas 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 agua da bica suavemente para nao
perder o tecido (gotinhas da agua da bica) até a agua
se tornar transparente.

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

OBS: Posicionar as laminas na camara de incubacao

com papel molhado para evitar ressecamento.

BLOQUEIO DA PROTEINA

Passo 8 — Bloqueio

8.1 Adicionar Background punisker — 2 a 3 gotas por 5

min (lavar rapidamente em TBS quando acabar)

AC PRIMARIO

Passo 9 — Incubagio Ac primario
9.1 Remover delicadamente com papel o excesso do
bloqueio
9.2 Add aproximadamente 150 ul do Ac primario —
90 min tem ambiente ou overnight 4 °C (geladeira).

Diluido em Da VVinci green
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Passo 10 — Lavagens
10.1 Colocar laminas no jarro com TBS sem tween
10.2 Agitar delicadamente com as maos

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

com TBS sem tween

10.4 Secar delicadamente e posicionar novamente na

camara de incubacio

AC SECUNDARIO

Passo 11 — Incubacgdo Ac secundario

11.1 Adicionar 2 a 3 gotas de Mach-4 por 30 min a

temperatura ambiente (melhor) ou Mach-2 universal,
11.2 Colocar laminas no jarro com TBS sem tween
11.3 Agitar delicadamente com as maos

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

com TBS sem tween

ADICAO DO SUBSTRATO ENZIMATICO
Passo 12 — Deteccao

OBS: Preparar o DAB somente na hora de ir ao
microscopio e deixa-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 tampao

especifico

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

12.3 Parar a reacio mergulhando na agua destilada

do jarro e guarda para tirar as fotos

MONTAGEM DAS LAMINAS E VISUALIZA(,'AO

Passo 13- Montagem das liminas

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

1.4 Lavar em agua 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 laminula em cima, tirar as fotos

(Figura 10).
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FIGURA 10 - Resultado da imunohistoquimica, utilizando um
corte de tecido renal e Ac priméario anti-SIK. Observa-se, nas regides
marrom escuras, maior expressao da proteina de interesse. (Acervo do

Laboratério de Farmacologia Renal, ICB/UFRJ).
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Anexos

Clique ou escaneie o QR Code para acessar o video do capitulo.

IR\


https://youtu.be/HerpaKmN0RM
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Introducao

A purificagio dos diferentes leucéceitos presentes
no sangue periférico humano (linfécitos, mondocitos, neu-
trofilos, eosinodfilos, basofilos) ¢ util porque possibilita o
estudo da biologia e da fisiologia dessas células, bem como
a elucidagao do seu papel em diferentes patologias. Técni-
cas de separagdao imunomagnética sao muito utilizadas nes-
ses processos de purificagdo. A obtencao de preparagdes

de células com alto grau de pureza (95 — 100%) permite

130
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estudos cada vez mais refinados que descartam a interfe-
réncia de fragdes 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 obtencao de fragdes enriquecidas
dos diferentes leucécitos presentes no sangue periférico
humano. A partir dessas fragdes enriquecidas, preparagoes
de alta pureza podem ser obtidas. Para neutréfilos, ja é
possivel obter fracoes de alta pureza (~95%) com meto-
dologias mais simples e baratas como demonstrado ao
longo deste capitulo. Entretanto, para outros leucdcitos,
fragoes com alto grau de pureza (acima de 95%) s6 podem
ser obtidas através de separagdo imunomagnética ou cito-
metria de fluxo (¢ce// sorter), o que implica em custos mais
elevados. Por exemplo, a partir da fragdo de granuldcitos, é
possivel obter eosinéfilos com alto grau de pureza através
de separacao imunomaggética negativa utilizando kit espe-
cifico (Akuthota e cols., 2014).
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Protocolo Experimental

PREPARO DAS SOLUCOES A SEREM UTILIZADAS

¢ Citrato de sédio 100 mM  volume 500 mL. pH 7,4

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

Pesar 14,7 g de citrato de sodio e solubilizar
em 490 mL de 4gua bidestilada.

Ajustar pH
g.s.p — 500 mL.

Esterilizar

* Meio HBSS sem calcio e magnésio — 1 L, pH 7,4

NaCl: 8 g

KCL:04¢g

Na HPO, 1,44 g

KH,PO,: 0,24 g

Glicose: 1 g

NaHCO,: 0,352 ¢

Dissolver os sais em 990 mL de agua bidestilada
Ajustar pH

qsp. 1L

Esterilizar
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Separacao de diferentes fragdes leucocitérias de
sangue periférico humano

PASSO A PASSO:

* Obter o termo de consentimento do doador
para a punc¢io venosa (40 mL) — protocolo n°
31968020.9.0000.5257 aprovado pelo Comité de
Ftica em Pesquisa em Humanos do Hospital Uni-
versitario Clementino Fraga Filho - UFR]

¢ Colocar as luvas.

¢ Preencher com 10 ml. de citrato de sodio 100 mM

pH 7,4 uma seringa de 60 mL

e Fazer a pungdo 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).

-

40mL de sangue

FIGURA 1- Esquema da seringa preenchida com sangue e
anticoagulante



134 | CURSO PRATICO DE FARMACOLOGIA

* Apoiar a seringa com ajuda de estante na posi¢ao

vertical.

 Levar a estante com as seringas para a capela de

fluxo laminat.

e Apds a coleta, ja no fluxo laminar, colocar na

seringa 10 mL de dextran 6% em solugao salina

OBS: Dessa forma a seringa estara preenchida até a faixa

dos 60 mL (vide esquema abaixo).

T =—)

10mL de Dextran
40mL de sangue

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

OBS: Ap6s adicionar o dextran, colocar o dedo sobre a
abertura da seringa e vira-la delicadamente cinco vezes

como o indicado abaixo.

FIGURA 3 - Esquema do modo de mistura da seringa preenchida.
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O dextran promovera a sedimentacao das células

sanguineas.

e Apoiar novamente a seringa em posicao 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 centrifugacao de 50 mL com
23 mL de Ficoll-Paque Plus (densidade =
1,077 g/mL - G&E Healthcate) utilizando pipe-

tador automatico.

Quando as células nas seringas ja estiverem
sedimentadas

* Retirar o sedimento leucocitario (fase superior de
cor amarela + anel opaco na interface com as hema-
cias) da seringa e tranferi-lo para um tubo de centri-

fugacao de 50 mL como indica o esquema abaixo.

=
C

FIGURA 4 - Esquema do processo de transferéncia do material da

P
i

seringa para tubo.



136 | CURSO PRATICO DE FARMACOLOGIA

¢ Utilizando um pipetador automatico transferir 25
mlL do sedimento leucocitario vagarosamente para
o tubo de centrifugacao de 50 mL contendo os
23 mL de Ficoll-Paque Plus

OBS: Encostar a ponta da pipeta na parede do tubo de
centrifugacao de 50 mL e na superficie do Ficoll. Vaga-
rosamente adicionar o sedimento leucocitirio de modo
que o gradiente de separagao entre os liquidos seja
mantido. A medida que o nivel do sedimento leucocitario
for subindo, deve-se também ir subindo vagarosamente a
pipeta. Desta forma sera mais facil manter o gradiente de

separacao entre as superficies das fases.

Assim ao final teremos:

-

FIGURA 5 - Esquema das fases obtidas na preparacdo do gradiente
de separacéo.
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* Centrifugar os tubos a 1200rpm, 25°C por 20minu-
tos SEM DESACELERACAO E SEM ACE-
LERAGCAO. (Para nio quebrar o gradiente !!!)

Apos a centrifugacao as células mononucleares
(mondcitos, linfocitos) ficardo na interface entre as fases
amarela e azul (de acordo com o esquema acima) e as
hemicias e os granulécitos (neutrofilos, eosinéfilos, baso-

filos) irdo para o fundo do tubo.
Terminada a Centrifugacao

* Aspirar o sobrenadante até proximo a nuvem de
células mononucleares (deve-se aspirar o liquido

fazendo movimentos circulares.).

* Recolher a fracio de células mononucleares em
tudo de centrifugagio de 50 mL contendo 20 mL

de meio HBSS gelado sem calcio e magnésio.

e Ap0ds a retirada da fracao mononuclear, continuar
¢ s
aspirando o sobrenadante até proximo ao pellet de

hemacias e granuldcitos no fundo do tubo.

* Transferir esse pellet para tudo de centrifugagao de
50 mL contendo 20 mL de meio HBSS gelado sem

calcio e magnésio.
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* ATENCAO: nessa etapa de transferéncia das fra-

¢Oes de células mononucleares e peller de hemacias
e granuldcitos devemos evitar fazer bolhas para

que as células ndo se ativem.

Centrifugar esses 2 tubos a 1200 rpm, 4°C por

5 minutos (com aceleracao e desaceleragao).

Apods a centrifugacdo aspirar os sobrenadantes
(fazendo movimentos circulares e com cuidado

para nao sugar os pellets).

Ressuspender o pellet de células mononucleares em

2 ml. de meio HBSS gelado sem calcio e magnésio.

Ao pellet de granulécitos e hemacias adicionar 10 mL
de solu¢io de amonio-cloreto-potassio (ACK -
NH4CI 0,15, KHCO3 10 mM, EDTA 0,1 mM)
para lisar as hemacias. Ressuspender as células e
aguardar 5 minutos. Adicionar 40 mL de meio
HBSS gelado sem calcio e magnésio. Centrifugar
a 1200 rpm, 4°C por 5 minutos (com aceleragao e
desaceleraciao). Ressuspender o pellet em 2 ml. de

meio HBSS gelado sem calcio e magnésio.
Realizar o citocentrifugado
Fixar e corar a lamina (eosina-hematoxilina)

Observar as células que estao presentes na lamina

sob microscopia de luz (vide figuras seguinte).
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FIGURA 6 - Imagem da fracdo de células mononucleares
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FIGURA 7 - Imagem da fracdo de granuldcitos — observe que a maioria
das células ( >95% das células) sdo neutrdfilos
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Introducao

O organismo possui um complexo sistema de pro-
tecao antioxidante, como mecanismo de defesa contra
os radicais livres, que sao formados constantemente no
metabolismo celular normal e em varios eventos pato-
logicos e, quando em excesso, podem ocasionar a oxi-
dac¢io de moléculas biolégicas. O desequilibrio 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 oxidagao é parte fundamental da vida aerébica e do
metabolismo celular, produzindo radicais livres de forma
natural ou por uma disfunciao bioldgica. Esses radicais
livres cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado
nos atomos de oxigénio ou nitrogénio sao denominados
de ERO (espécies reativas de oxigeénio) e ERN (espécies
reativas de nitrogénio). No organismo, estao envolvidos na
producido de energia, fagocitose, regulacao do crescimento
celular, sinalizacido intercelular, imunidade e defesa celular
e sintese de substancias bioldgicas, entretanto, quando em
excesso apresentam efeitos prejudiciais, como a peroxida-
¢ao dos lipidios de membrana e agressao as proteinas dos
tecidos e das membranas, as enzimas, carboidratos e DNA
(Barreiros e cols., 20006; Celi, 2010; Oliveira & Schoffen,
2010). A produgao de ERO esta elevada nas lesoes teci-
duais causadas por traumas, infecgdes, parasitas, radiagoes,
hipoxia, toxinas e exercicios extremos, devido a um con-
junto de processos como o aumento de enzimas envol-
vidas na formacao de radicais, a ativagao da fagocitose,
liberagao de ferro e cobre ou uma interrupgao da cadeia
transportadora de elétrons (Rock e cols., 1996). Dessa
forma, encontram-se relacionados com diversas patologias

em humanos, como artrite, choque hemorragico, doengas
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do coragao, catarata, disfungbes cognitivas, neoplasias e
AIDS (Barreiros e cols., 2000; Oliveira & Schoffen, 2010).
Na medicina veterinaria, o estresse oxidativo também tem
sido relacionado com numerosas afec¢oes, como sepse,
mastite, enterites, pneumonia, doengas respiratorias e arti-
culares (Celi, 2010).

Os mecanismos de geragao de radicais livres ocor-
rem, normalmente, nas mitocondrias, membranas celu-
lares e no citoplasma e esses mecanismos podem ser
favorecidos pelos fons ferro e cobre. A mitocondria é a
principal fonte geradora de radicais livres, por meio da
cadeia transportadora de elétrons, durante a produgao de
energia a partir da glicose e do oxigénio. Outra impor-
tante fonte geradora de radicais livres sao as enzimas
NADPH oxidases, que sdo proteinas de membrana que
tem a funcao de transferir elétrons através das membra-

nas celulares (Barbosa e cols., 2010).

Espécies reativas de oxigénio

As principais ERO (Tabela 1) distribuem-se em dois
grupos, os radicalares: hidroxila (HO:), superéxido (O,"),
peroxila (ROO") e alcoxila (RO"); e os nao-radicalares: oxi-
génio (O,), peréxido de hidrogenio (H,0,) e 4cido hipo-
cloroso (HCIO).
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L. Estrutura s . ~
Espécies L Descrigao Ocorréncia | Agao
quimica
Aproxima- Na maioria
Radical mais P -
) damente das reagdes
Radical potente na
L. O,- . ~ em todas atua como
superoxido indugéo de )
as células agente
dano celular .
aerobicas redutor
Formado DNA,
Radical HO Altamente a partir da proteinas,
hidroxila reativo homdlise da | carboidratos
agua e lipideos
Protonado Através do
Radical . L. Membranas
hidroperoxil HO, a partir do peroxido de biolégicas
P 02- hidrogénio 9
N&o é um
radical livre,
orque
. p~ q X Reagdes 3
Peroxido de ndo possui Proteinas e
. e H,0, , para produ- |
hidrogénio elétrons ~ lipidios
¢éo de HO-
desempare-
Ihados na ul-
tima camada
Molécula de
oxigénio ex- | Produzidos
citada; ndo | pelos fagoci-
€ um radical | tos, indugao
Oxigénio o livre, porque | luminosa Mutacdes
singleto 2 nao possui e reacdes no DNA
elétrons catalisadas
desempare- | pelas pero-
Ihados na ul- | xidases
tima camada

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

acao.
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O radical hidroxila (HO-) é o mais deletério ao
organismo, ja que possui meia-vida curta, o que dificulta
o sequestro in vivo. B formado no organismo princi-
palmente por dois mecanismos: reagdo do peroxido de
hidrogenio (H,0,) com metais de transicio e homolise da
agua por exposi¢ao a radiagao ionizante. Causa danos ao
DNA, RNA, as proteinas, lipidios e membranas celulares
do nucleo e mitocondrial. Nos aminoacidos e proteinas, o
radical pode reagir na cadeia lateral, onde ataca preferen-
cialmente cisteina, histidina, triptofano, metionina e feni-
lalanina, gerando danos com consequente perda de ativi-
dade enzimatica, dificuldades no transporte ativo através
das membranas celulares, citolise e morte celular (Barrei-
ros e cols., 2000).

A forma mais deletéria do oxigénio ao organismo ¢é
o oxigénio singleto ('O,), pois ¢ a causa ou o intermediario
da toxicidade fotoinduzida do O, nos organismos vivos
(Barreiros e cols., 2006). E a forma excitada de oxigénio
molecular e nao possui elétrons desemparelhados em sua
ultima camada. Podem atuar de forma benéfica, na defesa
contra infec¢ao, quando a bactéria estimula os neutréfilos
a produzirem ERO com a finalidade de destruir o micror-
ganismo (Ferreira e cols., 1997).

O peroxido de hidrogenio (H,0,) € gerado in vivo
pela dismuta¢io do anion-radical superdxido (O,) por

enzimas oxidases ou pela B-oxida¢do de acidos graxos.
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As mitocondrias sio importantes fontes de O, e, como
a presencga deste anion-radical pode causar sérios danos,
elas sdo ricas em SOD (superéxido dismutase) que o
converte em H,O,, que € entdo parcialmente eliminado
por catalases, glutationa peroxidase e peroxidases liga-
das a tioredoxina, sendo que uma grande parte ¢é libe-
rada para a célula (Barreiros e cols., 20006).

O perdxido de hidrogénio é pouco reativo frente
as moléculas organicas na auséncia de metais de tran-
sicao. No entanto, exerce papel importante no estresse
oxidativo por ser capaz de transpor facilmente as mem-
branas celulares e gerar radical hidroxila, conforme a
equagio: M"* + H O, — M®"V" + HO- + HO". No
organismo, os metais de transi¢do mais importante
para a ocorréncia dessa reagao sio o Cu'® e o Fe?",
sendo a importancia desse mais pronunciada, devido
a sua maior biodisponibilidade no organismo, onde
encontra-se complexado com proteinas de transporte
(transferrina) e armazenamento (ferritina e hemoside-
rina). Além disso, o peréxido de hidrogénio ¢ utilizado
pelos fagécitos do organismo na produgao de acidos
hipoalogenosos, que sao oxidantes muito efetivos no
combate a virus, bactérias e outros corpos estranhos,
entretanto, apresentam também efeitos deletérios
quando expostos as moléculas biolégicas (Barreiros e
cols., 2000).
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A maior fonte de energia para os organismos
aerébicos estd na terceira etapa da respiragdo, que
ocotre no interior da mitocoéndria, onde uma molécula
de oxigénio é reduzida a duas moléculas de agua com o
consumo de 4 elétrons: O, + 4e” + 4H™ — 2H, O, por
meio da a¢do da enzima citocromo-oxidase (Ferreira &
Matsubara, 1997; Barbosa e cols., 2010). Na equagao
seguinte (Figura 1), descreve-se a etapa de redugao do
O,, formacio do radical hidroxila e a segunda molé-

cula de agua.

e +H*

H,0, & +{HO’ > H,0
H,0

e .. € +2H*
O2 ' 02

FIGURA 1 - Equacéo da redugéo do O,, formacéo do radical hidroxila
e dgua.

O radical anion superoxido (O,7), ao contratio da
maioria dos radicais livres, ¢ inativo, € em meio aquoso,
sua reagao principal é a dismutacdo, na qual é produzida
uma molécula de peréxido de hidrogénio e uma molécula
de oxigénio. Participa de processos quimicos importantes
no contexto biologico, como no auxilio na producao de
radical HO-, através de quelatos de ferro (III), formando

Fe*, pela seguinte reacio (Figura 2).
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Fe3*+ 0, — [Fe3* -0, «— Fe?*-0,] = Fe?*+ 0O,

FIGURA 2 - Equacdo que mostra a formacdo de Fe?", a partir da
reducao de quelatos de Fe (lll).

Assim, o HO-pode ser obtido através da reagao de

Haber-Weiss, como mostra a Figura 3:

0," + H,0, =+ HO" + HO +0,

FIGURA 3 - Equagdo de Haber-Weiss.

Apesar dos efeitos danosos no organismo, o radi-
cal O, possui importancia vital para as células de defesa,
protegendo contra infec¢Oes causadas por virus, bactérias
e fungos, sendo produzido in vivo pelos fagbcitos ou lin-
tocitos e fibroblastos, durante um processo inflamatorio
(Ferreira e cols., 1997; Barreiros e cols., 2000).

Todos os componentes celulares sio suscetiveis
a acao dos ERO, porém a membrana celular é um dos
mais atingidos em decorréncia de um processo deno-

minado de peroxidagao lipidica, que acarreta alteragoes
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na estrutura e na permeabilidade das membranas. Como
consequéncia, ha perda da seletividade na troca idnica e
liberagao do conteudo de organelas, como as enzimas
hidroliticas dos lisossomas e formagao de produtos cito-
toxicos, culminando em morte celular. O componente
lipidico da membrana eritrocitaria também pode estar
sujeito ha lipoperoxida¢ao, com formagao de corpuiscu-
los de Heinz e oxidagao do grupamento —SH (sulfidrilas),
promovendo lesao da membrana e consequentemente,

hemolise (Ferreira e cols., 1997).

Espécies reativas de nitrogénio

Dentre as principais ERN incluem-se o éxido nitrico
(NO), 6xido nitroso (N,O,), 4cido nitroso (HNO,), nitri-
tos (NO,), nitratos (NO,) e peroxinitritos (ONOO)).

O radical 6xido nitrico (NO-) pode ser produzido
no organismo pela acio da enzima 6xido nitrico sintetase
a partir de arginina, oxigénio e NADPH, gerando também
NADP" e citrulina. O nitrato (NO,) pode transformat-
-se em nitrito (NO,), que reage com os 4dcidos gastricos
gerando o 4cido nitroso (HNO,). O éxido nitroso (N,O)
também ¢ percursor do HNO, através de sua reagao com
a agua. O acido nitroso promove a desaminagdo das bases
do DNA que contéem o grupo —NH, livre, que sio cito-

sina, adenina e guanina, formando-se uracila, hipoxantina
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e xantina (Barreiros e cols., 2006). O 6xido nitrico nao é
suficientemente reativo para atacar o DNA diretamente,
mas pode reagir com o radical anion superéxido (O,7),
produzido pelos fagocitos, gerando peroxinitrito, que,
pode sofrer reagoes secundarias formando agentes capazes

de nitrar aminoacidos aromaticos (Barreiros e cols., 2000).

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 substancia que, quando presente em
baixa concentracio comparada a do substrato oxidavel,
regenera o substrato ou previne significativamente a sua
oxida¢iao (Halliwell e cols., 2000).

O metabolismo antioxidante demanda gasto energé-
tico e possui uma relacido intrinseca com o sistema glicoli-
tico. Dessa forma, animais com deficiéncia de enzimas gli-
coliticas sio mais propensos as lesdes oxidativas, como na
deficiéncia da glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PD)
em cdes € equinos, e na deficiéncia de piruvato quinase em
cdes da raca Basenjii e Beagle (Machado e cols., 2009).

Sdo conhecidos trés sistemas enzimaticos antioxidantes
(Tabela 2): o primeiro é composto por dois tipos de enzimas
SOD (superédxido dismutase), que catalisam a desmutacao do

radical anion superéxido O,-, convertendo-o em oxigénio e



Estresse Oxidativo 153

perdxido de hidrogénio (Babior, 1997). Existem duas formas
de SOD no organismo, a ptimeira contém Cu*" e Zn** como
centros redox e ocorre no citosol, sendo que sua atividade nao
¢ afetada pelo estresse oxidativo; e a segunda contém Mn**
como centro redox, ocorre na mitocoOndria e sua atividade
aumenta com o estresse oxidativo. O segundo sistema antioxi-
dante é mais simples, sendo formado pela enzima catalase que
atua na dismutagao do peroxido de hidrogénio em oxigénio e

agua, conforme mostra a Figura 4.

Catalase
2H,0, —————> 0, +2H,0

FIGURA 4 - Dismutacdo do peréxido de hidrogénio em oxigénio e
agua.

O terceiro sistema ¢ 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 presenca de selénio na enzima (seleno-cisteina)
denota a importancia desse metal e sua atuagdo como
antioxidante no organismo. Esse sistema também catalisa a
dismutacdo do perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio,
sendo que a glutationa opera em ciclos entre a sua forma
oxidada e a sua forma reduzida (Barreiros e cols., 20006),

conforme a Figura 5.
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2GSH + H,0,

GSH peroxidase

GSSG + 2H,0

GSH redutase

GSSG + NADPH + H*

GSH

2GSH + NADP*

H,0, + NADPH + H* —>"— 2H,0 + NADP*

FIGURA 5 - Equagbes da redugao do H,0, a H,O pela GSH na presenca de
GPx, com formacao de ponte dissulfeto e, em seguida, regeneracao da GSH.

Enzima (sigla)

Acao biolégica

Locais

Superoéxido dismutase
(SOD)

Catalisa a dismutagao
do O,, convertendo-o
em H,0,, que é menos
reativo e pode ser
degradado por outras

enzimas

Abundante nas células
aerdbicas

Catalase (Cat)

Catalisa a agua e oxi-
génio para formagao
de H,0,

Eritrécitos e bago,
rins dos mamiferos e
figado

Glutationa peroxidase
(GSH-Px)

Catalisa a reducéo

do H,0, e perdxidos
organicos para o seu
alcool correspondente,
sendo que a glutationa
opera em ciclos entre
a sua forma oxidada e
a sua forma reduzida

Citosol

Glutationa redutase
(GSH-Rd)

Mantém o sistema de
protecéo celular inte-
gro através da redu-
Gao da forma oxidada
(GSSG) para a forma
reduzida (GSH)

Figado e
linfonodos

TABELA 2 - Sistemas enzimaticos antioxidantes conforme sua acdo

bioldgica e seus sitios de acéo.
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Dentre os antioxidantes de baixo peso molecular,
podemos citar os carotenoides, a bilirrubina, a ubiquinona
e o acido urico, porém, as mais importantes micromolé-
culas s3o o acido ascérbico (vitamina C) e o a-tocoferol
(vitamina E) (Babior, 1997; Barbosa e cols., 2010).

O potencial antioxidante in vivo dos compostos
nao-enzimaticos depende de algumas variaveis, como:
absor¢ao e biodisponibilidade em condi¢des fisiolégicas,
concentra¢ao plasmatica 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 acido ascorbico ou vitamina C ¢ comumente
encontrado no organismo humano na forma de ascorbato,
localizado nos tecidos organicos. Desempenha papéis
metabolicos fundamentais, atuando como agente redutor,
reduzindo metais de transi¢ao (Fe’" e Cu*") presentes nos
sftios 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 sdao formadas nos compartimentos aquo-
sos dos tecidos organicos (Barreiros e cols., 2000).

Dentre todos os tocoferdis conhecidos, o a-tocofe-
rol (vitamina E) tem sido considerado o biologicamente
mais ativo, sendo o principal antioxidante lipossolavel nas
membranas celulares. O fato de ser lipossolavel confere a

propriedade de se acumular no interior das membranas e
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de ser transportado pelas lipoproteinas, especialmente pela
lipoproteina de baixa densidade (LDL). E armazenado em
varios tecidos, especialmente no figado, tecido adiposo e
musculo e sua excregao pode ocorrer pelas fezes, pela via
biliar ou pela pele (Jordao Junior e cols., 1998). A vitamina
E ¢é a principal responsavel pela remocao dos radicais livres
na membrana eritrocitaria e possui um importante papel
de interromper a propagacao da lipoperoxidagao, atuando
assim, na prevencao da hemolise por manter a estabilidade
das membranas (Machado e cols., 2009).

Os carotenoides agem in vivo como desativadores do
oxigénio singleto ou como sequestradores dos radicais peroxila,
reduzindo a oxidacao do DNA e lipidios, que esta associada
a doengas degenerativas. Dentre eles, o B- caroteno ¢ a mais
importante fonte de vitamina A, e formam um tipo incomum
de agentes redutores biologicos (Barreiros e cols., 2000).

A ubiquinona possui grande poder oxidante através
do sequestro dos radicais livres e na desativagao do radical
anion superoxido. Outra importante fungao é a regenera-
¢ao do tocoferol na membrana mitocondrial, onde exerce
a mesma funcio regenerativa que o ascorbato exerce na
membrana celular (Barreiros e cols., 2000).

O 4cido urico ¢ a principal forma de excre¢ao de nitro-
génio das aves e dos répteis; nos mamiferos ¢ o produto
secundario de excrec¢io, derivado das bases purinicas. Encon-
tra-se, na maioria dos tecidos, na forma de anion urato, que

¢ um antioxidante efetivo nos sistemas biologicos, capaz de
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proteger o DNA e lipidios de ERO e ERN, através da reagao
com os radicais peroxila (ROO-) e NO,, gerando NO,. Além
disso, é capaz de recuperar estruturas ja atacadas que se torna-
ram radicais livres, e é responsavel por estabilizar o ascorbato
no plasma sanguineo (Barreiros e cols., 20006).

A degradacio da hemoglobina libera o grupo heme
no organismo, liberando Fe’* e produzindo biliverdina, que é
reduzida pelo NADP sob ac¢io da enzima biliverdina redutase
a bilirrubina. Tanto a biliverdina quanto a bilirrubina possuem
propriedades pro6 e antioxidantes, além de propriedades toxi-
cas. A atividade antioxidante da bilirrubina ocorre principal-
mente quando se encontra ligada a albumina sérica, nos flui-
dos extracelulares (Barreiros e cols., 2000).

Tons de metais de transicio como o ferro e o cobre
estao envolvidos em varias reagdes de radicais livres e frequen-
temente levam a geragdo de espécies muito reativas a partir
de espécies menos reativas. O ferro ligado a proteinas nao é
normalmente disponivel para estimular a formacao de radicais
livres, a menos seja liberado pelas proteinas. Desta forma, seu
transporte e armazenamento (ferritina e transferrina) propor-
ciona uma defesa antioxidante (Vannuchi e cols., 1998).

A participa¢ao do zinco no sistema de protecao antio-
xidante ¢ evidenciada por meio de estudos in vivo, os quais
demostram que a deficiéncia de zinco provoca lesoes oxida-
tivas relacionadas a acao de espécies reativas de oxigénio em
animais e em humanos, e por meio de estudos 7 vitro, 0s quais

demostram o antagonismo do zinco a formagao de radicais
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livres em modelos bioquimicos e celulares (Powell, 2000).
O papel exato do zinco como antioxidante nao foi ainda
elucidado, mas alguns trabalhos sugerem o envolvimento
desse mineral em varios mecanismos, que incluem a regula-
¢ao da expressio de metalotioneina, a atividade da enzima
superoxido dismutase e a protegdo de grupamentos sul-
fidrila de proteinas de membranas celulares por antago-
nismo com metais pré-oxidantes como cobre e ferro. A
acao antioxidante desse mineral ¢ indireta, uma vez que o
fon zinco nao ¢ ativo em reagoes de Oxido-reducao (Powell,
2000; Koury & Donangelo, 2003).

O zinco é essencial para a integridade e funcio-
nalidade das membranas celulares e a sua concentracao
pode ser bastante elevada dependendo do tipo celular e
¢ influenciada pelo estado nutricional em zinco do orga-
nismo. Alguns estudos demonstraram que a sua deficiéncia
aumenta a fragilidade da membrana de eritrécitos 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 deplecao deste mineral no organismo (Koury
& Donangelo, 2003). Esta perda pode afetar a fung¢ao da
membrana celular, alterando a fluidez, os canais de trans-
porte de sédio e de calcio e o balanco hidrico e osmético
da célula. A participagdo do zinco na estabilidade de mem-
branas é evidenciada através dos seguintes mecanismos:

promove a associagao entre as proteinas de membrana e as
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do citoesqueleto, estabiliza a forma reduzida de grupamen-
tos sulfidrilas, contribuindo para a protecao antioxidante
contra os efeitos de ruptura de membranas causados por
oxidagao de lipidios e proteinas, e preserva a integridade
de canais i6nicos, agindo assim como antagonista ao efeito
adverso do fon Ca** livre (Bettger & O’dell, 1993; Koury
& Donangelo, 2003).

Os flavonoides interagem com as biomembranas e
exercem a fun¢ao de moduladores da fluidez, gerando um
impedimento fisico para a difusio das ERO e ERN, de
modo que ha o decréscimo da cinética das reagdes respon-

saveis pelo estresse oxidativo (Barreiros e cols., 2000).

TBARS — Analise das substancias reativas ao aci-
do tiobarbiturico

Fundamento: Método utilizado para a avalia¢ao do
estado de oxidagao dos acidos graxos em sistemas Biologi-
cos. O dano em lipideos de membrana ¢ determinado pela
formacdo de subprodutos da lipoperoxidagiao (malondial-
deido-MDA), que sdo substancias reativas a0 aquecimento
do acido tiobarbiturico formadas durante a peroxidagao
em sistemas de membranas e microssomos. MDA reage
com o TBA gerando um produto colorido réseo lido em

espectrofotometro (532 nm).
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REAGENTES

* 10 g de acido tricloroacético em 100 mlL de agua

destilada;

e Para 100 amostras (inclusive o branco — 5 pon-
tos) adicionar 134 mg de acido tiobarbitirico em
18 mL de agua destilada + 2 mL. de DMSO (pro-
cedimento realizado com aquecimento e béquer

coberto com papel aluminio);
¢ Controle positivo — TMP (malondialdeido):

o Solugao Principal (SP) de TMP 500 uM: dissol-
ver 4,2 ul. de TMP em 1 mL. de etanol PA + 49

mlL de agua destilada.

o Solugodes para a Curva Padrao: Atencao!ll Estas
serdo feitas de tras para frente, a partir da solu-
cao principal (SP) de TMP, como descrito na

b

tabela 3 (etiquetar eppendorffs de 1 a 8):
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Tubos

[TMP]

Vol. H,0

Vol. Solugéo de

TMP

CP8 100 uM 800 pl 200 pl da SP
CP7 50 pM 500 pl 500 pl da CP8
CP6 10 uM 800 pl 200 pl da CP7
CP5 5uM 500 pl 500 pl da CP6
CP4 2,5uM 500 pl 500 pl da CP5
CP3 1,25 uM 500 pl 500 pl da CP4
CP2 0,625 uyM 500 pl 500 pl da CP3
CP1 0 uM 500 pl 0 (branco)

TABELA 3 - Preparo da Curva Padrdo. SP — solucdo principal de TMP.

PREPARO DAS AMOSTRAS

Tecido: 200 plL. / Plasma: diluir 50 ul. em 150 pl. de KPE

Técnica:

1. Ligar o banho-seco em 95 a 99 °C

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

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

4. Recolher 300 pl. do sobrenadante e adicionar 300
uL de TBA. Para a curva padrao, adicionar 300 pL
de TBA a 300 pL dos ependdorffs de 1 a 8

5. Colocar os eppendorffs em banho-maria (95°C)

por 60 min

contar o tempo somente apos O
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banho maria atingir a temperatura ideal; (Furar os
eppendorffs para que eles ndo explodam ou colo-

car um peso sobre a tampa dos mesmos)
0. Esfriar em temperatura ambiente por 15 min

7. Adicionar 150 uL. em cada pogo em uma placa
de 96 pogos em duplicata (para a curva e para as

amostras)

8. Ler em leitor de ELISA (comprimento de onda

proximo de 532 nm)

CALCULO

1. Calcular FC médio da curva padrio — FC = TMP
(nmol)/Abs

2. Multiplicar a absorbancia da amostra pelo FC
médio
3. Dividir o resultado pela quantidade de proteina na

amostra (nmol de TBARS/mg de proteina)

4. Quando a amostra for diluida (ex. plasma) multipli-

car pelo nimero de diluigdes
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Resumo

O endotélio ¢ composto por monocamada de célu-
las endoteliais que revestem todo o sistema vascular, e,
portanto, se comunicam com diferentes tipos celulares.
A sinalizacdo purinérgica regula a resposta imune inata e
adaptativa tendo papel relevante na inflamacao. O meio
extracelular do ambiente tumoral é rico em nucleotideos,

os quais sao liberados por sistemas de transporte ou em
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decorréncia da morte de células tumorais, endoteliais ¢ do
sistema imune. Desta forma, no contexto da inflamacio,
os nucleotideos extracelulares sao considerados importan-
tes “‘sinais de perigo” e denominados como padrdes mole-
culares associado ao dano (DAMPs). O ATP é o DAMP
mais conhecido e melhor caracterizado sendo agonista de
receptores purinérgicos metabotropicos P2Y e ionotropi-
cos P2X. Ademais, as ecto-nucleotidases (NTPDases) deli-
mitam o perfil e a duragiao da agdo do ATP ao iniciarem
a hidrolise deste agonista gerando a cascata ADP, AMP
e adenosina. Células endoteliais expressam receptores
purinérgicos P2 e de adenosina (P1) com a¢des pro- e anti-
-inflamatérias que modulam, dentre outras fungdes, o pro-
cesso de transmigracao celular, etapa limitante na origem
do processo metastatico. Desta forma, é possivel caracteri-
zar o papel da sinalizagao purinérgica na adesao de células

de cancer 7 vitro através do ensaio de adesao.

Estrutura vascular

Os vasos sanguineos sao formados por trés cama-
das histologicas denominadas como tinica adventicia (ou
externa), tinica média e tunica intima. A tinica média ¢é
composta por células musculares lisas com capacidade de
contracao e relaxamento. A tinica intima é a camada mais

interna sendo caracterizada pela presenca da lamina basal
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e do endotélio, o qual constitui a interface entre o sangue e
seus constituintes e 6rgaos. Desta forma, as células endo-
teliais desempenham um papel fundamental na homeos-
tasia vascular e em processos inflamatérios (Muller, 2016;
Paternotte e cols., 2008; Pober & Sessa, 2007) (Figura 1).
Ademais, células endoteliais apresentam grande plastici-

dade fenotipica, a qual ¢ modulada, por exemplo, por sua

localizagao anatomica, hipdxia, injiria celular e mediadores
extracelulares (Dejana e cols., 2017; Aird, 2007).

Tunica externa
]— Tunica media

]— Tunica intima

limen vascular

(e o] @ @]

monocamada de células endoteliais

FIGURA 1 - Estrutura dos vasos sanguineos contendo a tlnica adven-
ticia (externa), tinica média e tUnica intima. A monocamada de células
endoteliais compde a tunica intima, e reveste o limen de todos os
vasos sanguineos e linfaticos. Células endoteliais de diferentes loca-
lidades anatémicas podem apresentar fenétipo heterogéneo. Figura
elaborada no site Biorender.com.
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Endotélio e interacao intercelular: relevancia na
formacdo de metdastases

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

O endotélio controla o tonus vascular, a permeabili-
dade vascular e transmigracao de leucécitos, sendo modu-
lado por mediadores pré- e anti-inflamatérios. Resumida-
mente, a transmigra¢ao leucocitaria (ou diapedese) ¢ a etapa
final de uma cascata de interacoes leucédeito-célula endotelial
precedida pela captura, rolamento e adesio ao endotélio,
e depende da expressiao endotelial de integrinas e molécu-
las de adesao tais como a molécula de adesao intercelular
(ICAM-1) e vascular (VCAM)-1 (Figura 2). A ativac¢ao endo-
telial que favorece o processo de adesio leucocitaria pode
ser iniciada por agonistas de receptores acoplados a proteina
G (GPCR) tais como histamina (ativagao tipo I) ou por cito-
cinas e quimiocinas tais como TNF-o, IL-18, CXCLS8 (ati-
vacao tipo II). A ativacao por agonistas de GPCR tem curta
duracio, mas ¢ importante para favorecer a ativacao do tipo
II, a qual é mais sustentada (Lawson e Wolf, 2009; Pober &
Sessa, 2007).
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A ativagdo endotelial é essencial para a efetividade
da resposta imune inata (Muller, 2016; Pober & Sessa,
2007). O processo de adesao leucocitaria pode ser ava-
liado 77 vitro sendo modulado por diferentes receptores.
Demonstramos recentemente que a ativagao de recep-
tores purinérgicos P2Y (GPCR) endoteliais estimula a
adesao de células mononucleares a monocamada endote-
lial. Este efeito ¢ inibido pelo pré-tratamento das células
endoteliais com MRS2179, antagonista seletivo do recep-

tor P2Y, (Cardoso e cols., 2017).

Rolamento
N
Captura .

Legenda:

” Integrinas XICAMJ ‘VCAM-‘I

FIGURA 2 - Participacdo do endotélio no processo de adesdo de
células tumorais. Na vigéncia de um estimulo pré-inflamatério as
células endoteliais sdo ativadas e expressam na membrana integrinas e
moléculas de adesao envolvidas no rolamento, adeséo e transmigragdo
de células tumorais. Figura elaborada no site Biorender.com.
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Um mecanismo semelhante de diapedese acontece
com células tumorais onde a adesio ao endotélio favorece
a saida da célula do nicho primario (extravasamento) alcan-
¢ando a circulagio, e sua chegada a outros locais do corpo
(intravasamento) em processo de formagao do nicho metas-
tatico (Figura 3). Logo, ¢ considerado que células tumorais
imitam o movimento transendotelial de leucdcitos e para
isto, a ruptura da barreira endotelial é a etapa limitante ao

processo de transmigracao (Buxton e cols., 2010).

A. Extravazamento

Iimen vascular

ma.. (—L ® }. L_ﬁ
&@L tumor primario

B. Invasdo e metastase

Iimen vascular ... T T R
L"""’.\], {ﬁ,i' ) ‘j_‘ )\!. ]:7 . ]
a. “ . ¥
® P )

. wl ®
3 ® metastase

morte celular

FIGURA 3 - Interacdo célula endotelial-célula tumoral nas etapas de
extravasamento da célula tumoral do nicho primario e de invaséo e
formacdo da metéstase. Alguns receptores endoteliais acoplados a
protefna G (GPCR) envolvidos no aumento da concentragao intracelular
de Ca?* podem estimular a adesao de células tumorais a monocamada
de células endoteliais. Figura elaborada no site Biorender.com.
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Por sua localizacao luminal (Figura 1), o endotélio esta
em contato com uma variedade de células e mediadores extra-
celulares. No microambiente tumoral ha alta concentracao de
ATP secretado por células tumorais, células endoteliais, célu-
las do sistema imune, e plaquetas, e também liberado por célu-
las necroéticas (Di Virgilio e cols., 2018; Ferrari e cols., 20106).

A sinalizagdo purinérgica é parte integrante da sina-
lizagao intercelular tanto na homeostasia como em proces-
sos inflamatodrios e se inicia pela liberagdo de nucleotideos
no meio extracelular (Ohman & Exlinge, 2012). O ATP
extracelular atua como um sinal de alerta ao sistema imune
sendo liberado sob condi¢oes de estresse celular (Idzko e
cols., 2014). O pesquisador Dr. Geoffrey Burnstock con-
tribuiu de forma significativa para a caracteriza¢ao inicial

da sinalizagao purinérgica (Burnstock, 2009).

Receptores purinérgicos

A sinalizagao purinérgica é um sistema que envolve
trés processos importantes: liberagao de nucleotideos no
meio extracelular, degradagao enzimatica por ecto-nucleo-
tidases (NTPDases), e ativagdao de receptores purinérgicos
(Ferrari et al., 2016; Ohman & Erlinge, 2012) (Figura 4).

A familia dos receptores purinérgicos compreende
os subtipos P1, que sdo ativados por adenosina, e os sub-
tipos P2 ativados por ATP, denominados P2Y ou P2X. Os
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receptores P2Y pertencem a familia de GPCR (ou recep-
tores metabotrépicos), e o receptores P2X pertencem a
familia de receptores acoplados a canal i6nico (ionotrépi-
cos), o qual é permeavel a cations promovendo influxo de
Ca’" e Na', além de efluxo de K'. A ativagio persistente
do P2X7R leva a formagao de poros permeaveis a molé-
culas de até 900 Da. Existem diferentes subtipos de recep-
tores P2Y (P2Y,, P2Y , P2Y,, P2Y , P2Y, , P2Y , P2Y e
P2Y ) e receptores P2X (P2X1-7) (Coddou e cols., 2011;
Burnstock, 2008; Abbracchio e cols., 2006) (Figura 4).

Extracelular

Estresse mecanico
Antigenos

Proteases

cp73 %ﬁ:ﬁ

Intracelular

FIGURA 4 - Sinalizagdo purinérgica. O ATP é liberado para o meio extrace-
lular em condicdes de estresse celular. Sua agdo é mediada por receptores
purinérgicos P2X (ionotrépicos) ou P2Y (metabotropicos). 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 atuara via receptores P1. O UTP também
é liberado para o meio extracelular sendo substrato da CD39 levando a
formacao do agonista UDP. Figura elaborada no site Biorender.com.
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Os receptores P2Y podem ser ativados por ATP,
além de mono e dinucleotideos tais como ADP, UTP, UDP
e Up4A (Zhou e cols., 2019). Dependendo do subtipo do
receptor a sinalizagao pode ser através da proteina G, G,

a>" ou

e G, produzindo mudangas na concentracao de C
AMPc. As células endoteliais expressam principalmente os
receptores P2Y , podendo também ser encontrado os recep-
tores P2Y , P2Y , P2Y  , P2X4 e P2X7, além de receptores
de adenosina (Burnstock, 2017; 2008; Abbracchio e cols.,
20006). No site da IUPHAR ha uma extensa caracterizagao
farmacoldgica dos receptores P2Y, P2X e P1 (visite a pagina
https:/ /www.guidetopharmacology.otg/).

ATP e o UTP sio agonistas endégenos equipoten-
tes dos receptores P2Y, os quais sdo expressos no endo-
télio e estimulam a via intracelular dependente de inosi-
tol trisfosfato (IP,) e mobilizagao de Ca®" proveniente do
reticulo endoplasmatico (Lohman e cols., 2012; Abbrac-
chio e cols., 2006), além da transativagao do receptor
VEGTF (Seye e cols., 2003). No endotélio a ativagao deste
receptor P2Y aumenta a expressio de moléculas de ade-
sao (Seye e cols., 2003) importantes para processos de
transmigracao celular de células metastaticas (Figura 3).

Apesar da disponibilidade de farmacos quimiotera-
picos, cerca de 90% das mortes de pacientes oncoldgicos
devem-se a0 processo metastatico, 0 que se caracteriza

como um grande desafio no tratamento do cancer (Fidler
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& Kiripke, 2015). Tendo isso em vista, a falta da com-
preensao plena acerca deste fendmeno impde limitagoes
no que diz respeito ao progresso no desenvolvimento
terapéutico para doengas metastaticas. A metastase ¢é
um processo complexo que depende da interagao célula
tumoral-endotélio. A participa¢ao da sinalizagdao purinér-
gica no contexto do cancer e inflamacao é um tema que
esta na fronteira do conhecimento da biologia tumoral, e
vem despertando interesse no desenvolvimento de novos
farmacos (Oliveira & Silva, 2021; Rafeji & Miiller, 2018;
Di Virgilio e cols., 2018; Zhang e cols., 2017). Portanto,
ensalos 7z vitro de co-cultura que ajudem a identificar as
vias de sinalizacdao envolvidas na adesao da célula tumoral
podem revelar novos alvos farmacolégicos a fim de inibir

a progressao da doenga.

Objetivo

Aprendizado do ensaio de co-cultura avaliando a
interacdo célula tumoral-célula endotelial 7z vitro avaliando
o efeito do agonista purinérgico UTP na adesdo endotelial

de células tumorais
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Metodologia

Procedimento iniciais

Limpar a bancada da cabine biolégica com alcool
70% e ligar a lampada UV. A manipulagao das células em
cultura deve ser realizada na cabine de seguranca biologica
previamente irradiada com UV por pelo menos 20 minu-
tos, seguida da ligacdo imediata do fluxo de ar. Lembre-se
de desligar a lampada UV antes de colocar material na ban-
cada. Todos os materiais devem estar estetilizados.

Utilize os seguintes EPIs: jaleco de manga comprida,
luva, mascara tripla, e gorro na cabeca. Borrife alcool 70%
na luva sempre que manusear algum objeto que entrara na
cabine, ou ap6s mexer em algum equipamento (exemplo:

porta da incubadora, microscépio).

Células em cultura

e Linhagem EA.hy926 (célula endotelial humana;
fonte BCRY))

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

* As células sao 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 ug/mL) (meio completo) (Figura 5).

* Nao utilize meio de cultura ou PBS gelados pois

altera a resposta da célula endotelial e tumoral.

OBS: algumas células tumorais sio mantidas em meio
RPMI (ver ftem 4: Solugdes).

EA.hy926 > célula tumoral

a.} N
\ /

mantidas a 37°C e 5% CO; [ }
troca de meio completo a cada
48h até ~90% confluéncia

'&;

FIGURA 5 - Esquema de manutencédo de células endoteliais e tumo-
rais para o ensaio de adesdo (co-cultura). Figura elaborada no site
Biorender.com.

Ensaio de adesdo de células tumorais a
monocamada endotelial

As células endoteliais subconfluentes (90%) sao
lavadas com PBS estéril (5 minutos). Em seguida o meio
¢ removido e as células sio tratadas com tripsina 0,2%
(5 minutos). A reagao enzimatica é parada com meio de

cultura completo. Em seguida as células sao centrifugadas
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(200 g, 7 minutos, 4°C) e o sobrenadante é descartado. As
células sao resuspensas em 1 mL de meio completo estéril,
contadas e plaqueadas (2 x 10* céls/poco) em placa de 96
pocos (fundo chato) (Figura 06).

Ap6s confluéncia (~48 horas), as células endoteliais
sao lavadas com DMEM sem soro e incubadas por 5 horas
em duas condicdes diferentes: Basal (veiculo, ou seja, adesao
espontanea) e UTP (100 uM, agonista do receptor P2Y)) a
37°C e 5% de CO,. Em paralelo as células DU-145 sio mar-
cadas com calceina AM (0,5 uM) por 30 minutos (Figura 06).

EA.hy926 > célula tumoral

L
§ o\

Tripsinizagao o
(tripsina 0,2% em PBS até 5 min, 370C) Q.
~

contagem de células
(Camara de Neubauer e Azul de Trypan)

1 l

2X10E4 céls/pogo marcagao com
48h calceina-AM
30 min

FIGURA 6 - Esquema de plagueamento de células endoteliais e
marcacdo das células tumorais com calceina-AM para o ensaio de
adesao (co-cultura). Figura elaborada no site Biorender.com.
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Apbs o periodo de incubagao (5 horas), o meio ¢é
retirado e os pog¢os da placa contendo as células endote-
liais sdo lavados. Em seguida, as células DU-145 marcadas
com calceina-AM (0,5 uM) sio adicionadas (10 células por
poco) com meio DMEM por mais 30 minutos a 37°C e 5%
de CO, (Figura 6). Apds este periodo, os pogos sio lava-
dos para remogao das células nao aderidas. Em seguida,
0s pogos sao imageados usando o microscépio Olympus
IX71 equipado com DP2-BSW software para aquisi¢ao de
imagem de fluorescéncia (200 X; Olympus, USA) (Figura 7).
Sio escolhidos aleatoriamente quatro campos por pogo

para serem fotografados (Oliveira e cols., 2011).
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EA.hy926 células tumorais
(confluente) (marcadas com calceina)

tratamento
farmacoldgico I
(5h)

z | o |

3x10° Qj.

My

lavagem e co-cultura céls/pogo ~
com célula tumoral (30 min) «————
Iavagem e Z 30 min

anahse (200X)

o

FIGURA 7 - Esquema representativo do ensaio de adesdo de
células tumorais a monocamada endotelial. As células endoteliais
em confluéncia serdo tratadas por 5 horas com veiculo ou UTP (100
UM). Ap6s 5 horas, 10* céls. DU-145/poco serdo co-incubadas com as
células endoteliais de cada condicdo experimental. Apds 30 minutos os
pocos serdo lavados para remocédo de células ndo aderidas. Em seguida
serdo escolhidos 4 campos por poco de forma aleatéria e fotografados.
O experimento é realizado em triplicata. Os dados podem ser expressos
em grafico de barra. Figura elaborada no site Biorender.com.
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No caso de uso de antagonista ou inibidores da via
de sinalizacdo, adicionar o tratamento antes da adicao do
agonista ou veiculo (em geral de 30 a 60 minutos antes).

Os resultados sdo expressos como média e erro
padrao da média ou desvio padrao. A analise estatistica
¢ realizada pelo teste 7 de Student (para dois grupos) ou
ANOVA seguido de pos-teste (trés grupos ou mais) consi-
derando P < 0,05 (GraphPad Prism 8.0, EUA).

FICHA DE PROTOCOLO - ENSAIO DE ADESAO

Data: [/ /

Plaqueamento de células endoteliais:

Data: N° células por pogo:
Passagem:

Tratamentos/identificagido dos pogos na placa (placa
de 96 pogos):
* Veiculo (basal)/pogos A2 — A6 (quintuplicata)
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CRONOGRAMA TEMPORAL
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Evento

Horario previsto

Horario
realizado

Tempo de
incubagao

Inicio da in-
cubagédo com
antagonista ou
outro modulador
da via de sinali-
zagao

60 minutos

Inicio da in-
cubagédo com
agonista

Incubagéo da
célula tumoral
com marcador
fluorescente (ex:
calceina AM, cc
final 0,5 uM) no
escuro

30 minutos

Adicéo da cé-
lula tumoral ao
pogo com célula
endotelial

30 minutos

Lavagem e
imageamento

CELULA TUMORAL

Data do plaqueamento:

Passagem:

Contagem e calculo para plaqueamento na co-cultura:
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DILUICAO DA CALCEINA-AM

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

Preparar solugdao 5 uM para diluir no volume da suspensio
contendo as células tumorais a fim de atingir a concentra-

¢ao final do experimento (0,5 pM).

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

Preparar solu¢oes 10X mais concentradas em relagdo a
concentracao final do experimento, pipetando 20 pl da
solu¢ao de cada substancia e completando o volume para
200 pL./pogo com meio sem soro fetal bovino. No caso de
inibidores ou antagonistas, realizar a pré-incubagao antes

de adicionar o agonista.
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Quantificar nimero de células aderidas em cada campo

para cada condi¢ao

Pogo 1

Basal

UTP 100 (uM)

Foto 1

Foto 2

Foto 3

Foto 4

Media

Poco 2

Foto 1

Foto 2

Foto 3

Foto 4

Media

Poco 3

Foto 1

Foto 2

Foto 3

Foto 4

média

OBS: cada foto ¢ 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 fluorescéncia.

ANALISE: Calcular 2 média dos valores de cada pogo.

Assim, ao final cada condicio tera 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 grafico de barras
mostrando a média e o desvio padrao (DP). Aplicar
o teste estatistico. Vide um exemplo de grafico abaixo
(Figura 8):

20+ A

-
(3]
1

células tumorais aderidas
(nimero/pogo)
-
n o
1 L

basal UTP 100 .M

FIGURA 8 - Gréfico ilustrando a adesao de células tumorais a mono-
camada endotelial mediada por UTP. Dados expressos como média e
DP. P < 0,001, teste t de Student, n = 3 experimentos.

Reagentes e solugoes

SOLUCOES UTILIZADAS (TODAS AS SOLUCOES SAO
ESTEREIS)

DMEM suplementado com soro fetal bovino (10%), glu-
cose (11 mM), bicarbonato de sédio (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 sédio (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)
Solugao de UTP 1 mM (diluir na hora e manter no gelo)
Solugao estoque de calceina AM (5 mM) (proteger da luz)
PBS estéril

Solugao de Azul de Trypan 0,4% (nao-estéril)

REAGENTES, MATERIAIS E EPI
UTP (Sigma)

Solugio de Penicilina (10000 UI/mL) /estreptomicina
(10000 pg/mL)

Solugio de Tripsina 1X
Soro fetal bovino inativado

Placas de cultura de poliestireno de 60 mm, placa de 24 ¢

96 pogos
Ponteiras (tips) estéreis

Eppendorfs estéreis
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Tubo conico (15 mL) estéril
Alcool 70%

EPIs (jaleco de manga comprida, luvas latex sem talco,

mascara tripla, gorro)

Papel toalha

Contador de células

Camara de Neubauer espelhada

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

Video nao disponivel

IR\
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Esquizofrenia e os Transtornos do
Espectro Psicotico

Segundo o Manual Diagnéstico e Estatistico de
Transtornos Mentais 5 (DSM-5), os transtornos do espec-
tro psicotico incluem o transtorno esquizotipico, o deli-
rante, o psicotico breve, o esquizofreniforme, a esquizo-

frenia e os transtornos esquizoafetivos (APA, 2014). Todos

189



190 | CURSO PRATICO DE FARMACOLOGIA

apresentam em comum altera¢oes da percepg¢ao, do pensa-
mento e do enfrentamento da realidade, as quais abrangem
os seguintes dominios: sintomas positivos (delirios, aluci-
nagoes, agitagado motora, comportamento desorganizado),
sintomas negativos (isolamento social, anedonia, apatia,
embotamento afetivo) e déficits cognitivos (déficits de
memoria, raciocinio, aten¢ao e resolu¢ao 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 cronica e mais debilitante
dos transtornos psicoticos, sendo a principal preocupagao
em termos de satide publica. A manifestacao do primeiro
episodio psicotico ocorre geralmente no final da adoles-
céncia e inicio da idade adulta, porém sintomas atenua-
dos podem ser identificados em idades anteriores, sendo
esta fase denominada de perfodo prodromico (White e
cols., 2006). Apos o primeiro episédio, o paciente tende
a ter diversas recaidas, atingindo um estagio de crescente
deterioragdo sintomatica e funcional que resulta na cro-
nificagao do transtorno e, consequentemente, o diagnos-
tico de esquizofrenia (Lieberman e cols., 20006). Apesar da
caracterfstica clinica mais marcante da esquizofrenia ser os
sintomas psicéticos (positivos e negativos), as disfungdes
cognitivas sao atualmente as principais responsaveis pelo

comprometimento funcional dos pacientes a longo prazo,
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tornando dificil a realizacio de tarefas cotidianas e sua
reinsercao social (Buchanan e cols., 2007).

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

A hipétese atualmente aceita postula que a intera¢ao
entre fatores genéticos (predisposi¢ao familiar) e ambien-
tais (infecg¢Oes virais gestacionais, estresse, abuso de dro-
gas, entre outros) desencadeiam alteragdes no desenvolvi-
mento cerebral que levam a um desiquilibrio entre a neu-
rotransmissao excitatoria (glutamato) e inibitoria (GABA)
cerebral, culminando em alteragbes dopaminérgicas a nivel
pré-sinaptico (Grace, 2016; O’Donnel, 2011). Mais espe-
cificamente, essa hipotese relaciona os sintomas positivos
da esquizofrenia a hiperatividade dos neurénios dopami-
nérgicos que se projetam ao estriado associativo (Kegeles
e cols., 2010); enquanto a hipoatividade dos neurdnios
dopaminérgicos com projegdes a diversas regides corticais
e subcorticais contribuiriam para os sintomas negativos e

os déficits cognitivos (Slifstein e cols., 2015).
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Neurotransmiss&o .
inibitéria Neurotransmiss&o
excitatéria

Sintomas psicéticos Disfuncdo dopaminérgica
causados por um excesso pré-sinaptica secundaria,
de dopamina levando a psicose

1976 1991 2009

FIGURA 1 - Evolucéo histérica da hipdtese dopaminérgica da esquizo-
frenia. Imagem feita no Mind the Graph®

Um segundo neurotransmissor que também
merece destaque ¢ o glutamato, o principal neurotrans-
missor excitatério do sistema nervoso central (SNC).
A contribui¢io de uma disfun¢do glutamatérgica para
a fisiopatologia dos transtornos psicoticos foi inicial-
mente sugerida apos a observacdo de que antagonistas
dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDAR), como
fenciclidina (PCP) e cetamina, induzem alteragoes com-
portamentais similares aos sintomas psicoticos positivos
e negativos em individuos saudaveis (Moghaddam &
Javitt, 2012). Esses efeitos comportamentais parecem ser
consequencia do bloqueio NMDAR em interneuronios
GABAérgicos, que resultam em uma desinibi¢ao dos neu-

ronios glutamatérgicos piramidais, alterando o balango
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excitatério/inibitério cortical e influenciando a atividade
das vias dopaminérgicas mesencefalicas (McCutcheon e
cols., 2020). Uma visao 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 psicético tém etiologia multipla, envolvendo interagao
entre fatores genéticos e ambientais que produzem uma
disfuncdo cerebral complexa (Horvath & Mirnics, 2009).
Atualmente, é consenso o carater neurodesenvolvimen-
tal da esquizofrenia, que considera a mesma um estagio
final de processos anormais de desenvolvimento cerebral

(Rapoport e cols., 2012).

Cértex Pré-frontal Sintomas
Cognitivos

Desequilibrio

excitatério/inibitério

Vi
Vi

e
Sistema Limbico .
Sintomas
Amigdala basolateral LEEEe

Hipocampo anterior /ﬁ
A Estriado Associativo
Desequilibrio Neuror'nlos -
Dopaminérgicos
" Mesencefalicos
Sintomas
Positivos

\—

excitatério/inibitério

FIGURA 2 - Visao simplificada dos circuitos cerebrais envolvidos na
fisiopatologia da esquizofrenia e sua relacdo com os dominios sinto-
maticos. DA = dopamina, / = conexdo indireta.
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Modelos animais de psicose aguda
e esquizofrenia

Considerando a complexidade dos transtornos do
espectro psicotico, é esperado que nao exista um unico
modelo animal capaz de modelar todos os aspectos dos
disturbios. Assim, os modelos atualmente utilizados se
baseiam em observagoes farmacoldgicas, epidemiologicas
e neurobiolégicas dos transtornos, sendo adequados para
o estudo de fenoétipos especificos (Jones e cols., 2011).

Podemos classificar os modelos mais empregados em:

» Modelos farmacolégicos

Incluem os modelos hiperdopaminérgicos (uso de
anfetamina ou seus analogos) e de bloqueio de NMDAR
(PCP, cetamina ou MK-801). Estes modelos podem envol-
ver a administracao aguda ou repetida dessas drogas. Os
modelos de administracao unica tém sido mais relaciona-
dos aos episddios psicoticos ativos, ou seja, modelos de
psicose aguda; enquanto aqueles com administragao repe-
tida seriam mais relacionados aos aspectos do transtorno

apos sua cronificagao (Howes e cols., 2015);

» Modelos neurodesenvolvimentais

Envolvem intervencdes induzidas em diferentes

perfodos criticos do neurodesenvolvimento que causam
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consequéncias de longo prazo nos animais. Como exemplos,
podemos citar as intervengdes gestacionais (acetato de meti-
lazoximetanol (MAM) gestacional, desafio imune materno
com uso de poli I:C), neonatais (lesio neonatal do hipo-
campo ventral) e no periodo da adolescéncia (isolamento

social a0 desmame, exposi¢ao exagerada a drogas de abuso);

» Animais geneticamente modificados

Geralmente camundongos que apresentam alte-
racbes em genes ja identificados como envolvidos na
fisiopatologia do transtorno. Incluem os animais &nock-
-out para as proteinas DISC-1 (disrupted in Schizophrenia 1),
neuregulina, COMT (catecol-o-metiltransferase), serina
racemase ou GCLM (glutamato cisteina ligase subuni-
dade M); aqueles com superexpressao de receptores D,

estriatais, entre outros.

Tarefas comportamentais

Nestes modelos, diferentes tarefas comportamentais
relevantes para os sintomas especificos da esquizofrenia
sao usadas para estudar a fisiopatologia e avaliar o efeito de
novas intervengoes, farmacolédgicas ou nao, no tratamento
desses transtornos (Powell & Miyakawa, 2006). Para fins
didaticos, dividiremos as tarefas de acordo com os sinto-

mas as quais elas estao relacionadas:
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P Sintomas positivos

O aumento da atividade locomotora de roedo-
res em resposta a um ambiente novo ¢ 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 agitagao psicomotora observada em pacien-
tes com esquizofrenia (Wong & Josselyn, 2016). Além
disso, a resposta exagerada a substancias psicoestimu-
lantes (como analogos da anfetamina ou cocaina) 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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Sintomas Positivos

Hiperlocomogao Induzida por MK-801

Exemplo de Resultado

1500
MK-801

1000 l

500+

Distancia Percorrida (cm)

|

T
10 20 30 40

o

Tempo (min)

FIGURA 3 - Exemplo de tarefa comportamental que avalia o estado
hiperdopaminérgico relacionado aos sintomas positivos da esquizo-
frenia. Imagem feita no Mind the Graph®

> SINTOMAS NEGATIVOS

Em espécies de comportamento social, como os
ratos, é possivel avaliar o comportamento frente a um
co-especifico ou a preferéncia por um contato social
em detrimento de um estimulo inerte. A tarefa experi-
mental de avalicao de sociabilidade mais adequada de
ser realizada em camundongos é o paradigma de apro-
ximagao social em aparato de trés compartimentos.
Neste teste, o animal ¢ colocado num aparato com trés
compartimentos, onde nos compartimentos laterais sao
colocados um estimulo inerte (gaiola com um objeto)

e um estimulo social (gaiola com um co-especifico).
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Essa tarefa nos permite avaliar a preferéncia social dos
animais através do tempo de interagio com as gaiolas
(Nadler e cols., 2004) (Figura 4).

Sintomas Negativos

Aproximagéo Social Preferéncia por Sacarose

Exemplo de Resultado Exemplo de Resultado
100 *kk

Consumo (%)

Tempo de Interagao (%)

L gl

o o
Objeto  Social Agua Sacarose

FIGURA 4 - Exemplo de tarefas comportamentais relacionadas aos
sintomas negativos da esquizofrenia. Imagem feita no Mind the
Graph®

Outra caracteristica importante da esquizofrenia ¢é
o desenvolvimento de anedonia, isto ¢, uma capacidade
reduzida de sentir prazer frente a situagdes regularmente
prazerosas. Este fenétipo pode ser avaliado em animais
através do teste de preferéncia por sacarose. Roedores
apresentam uma preferéncia inata por solugdes adocica-
das. Quando ¢ oferecida a eles a opg¢ao entre o consumo
de agua e uma solucao doce, eles apresentam uma pre-
feréncia significativa pelo consumo da solucao de saca-
rose (70-80% do total de liquido consumido). A anedo-
nia pode ser avaliada pela diminuicao nessa preferéncia
(Jenkins e cols., 2010).



Tarefas Comportamentais Aplicadas ao Estudo de Modelos... | 199

» PREJUIZOS COGNITIVOS

Uma infinidade de testes de memoéria e aprendi-
zado podem ser utilizados no estudo de modelos ani-
mais de esquizofrenia. Ilustraremos aqui trés tarefas
simples utilizadas por nosso grupo, que avaliam dife-
rentes construtos mnemonicos afetados nos transtor-
nos psicoticos. Todas essas tarefas avaliam o compor-
tamento exploratério dos animais e tém como base a
curiosidade inata dos roedores, ou seja, sua preferéncia
por estimulos ou ambientes novos em relagdo aos ja

conhecidos (familiares) (Figura 5).

Prejuizos Cognitivos
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FIGURA 5 - Exemplo de tarefas de memoria 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 ¢ o de memoria de trabalho, um tipo de
memoria de duragdo ultracurta fundamental para a reali-
zacao de tarefas cotidianas (Baddeley, 1992). Em roedo-
res, a memoria de trabalho pode ser avaliada na tarefa de
alternagbes espontaneas em um labirinto em Y ou em T
(Spowart-Manning & van der Staay, 2004). Espera-se que
o animal se lembre do braco 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 brago para explo-
rar (Lalonde, 2002). Os roedores que alternam acima da
chance (50% das vezes) podem ser considerados com a
memoria de trabalho intacta.

Labirintos em T ou em Y também podem ser utiliza-
dos para avaliacio da memoria de contexto ou memoria de
referéncia espacial, bastando seguir o protocolo adequado
(Kraeuter e cols., 2019). Para tanto, num primeiro momento
¢ permitido ao animal a exploragao de apenas dois dos trés
bracos do labirinto (um braco permanece fechado). Numa
segunda visita do animal ao aparato, ele tem acesso aos trés
bracos. Espera-se que os animais se lembrem dos dois bra-
¢os ja explorados (devido a pistas visuais) e passem mais
tempo percorrendo o brago novo. A memoria é considerada
intacta quando os animais passam significativamente mais

tempo (> 33%) explorando o brago novo.
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Outro construto mnemonico frequentemente ava-
liado em modelos animais de esquizofrenia é a memoria
de reconhecimento. O teste de reconhecimento de objeto
novo ¢é considerado uma forma simplificada de avaliar a
memoéria declarativa de roedores (Dere e cols., 2007). E um
teste rapido, que nao faz uso de aparatos complexos nem
de estimulos aversivos, nao havendo comprometimento do
bem-estar do animal. Um evento curto de interagdo com
o objeto ¢ capaz de formar uma memoria duradoura de
suas caracteristicas. Assim, ¢ mensurada a preferéncia dos
animais em explorar um objeto novo em detrimento de um
objeto familiar (Van Goethem e cols., 2012). A memoria
¢ considerada intacta quando os animais apresentam um
tempo de exploragao do objeto novo superior a 50% do

tempo total.

» AVALIACAO DO FILTRO SENSORIAL

O filtro sensorial ¢ um mecanismo através do qual
individuo consegue diferenciar estimulos sensoriais
relevantes dos irrelevantes, filtrando-os e protegendo
o cérebro de uma sobrecarga de informagoes (Braff &
Geyer, 1990). Falhas no filtro sensorial contribuem para
o desenvolvimento de prejuizos cognitivos, especial-
mente processos atencionais, e estao associadas a ocor-
réncia de alucinacbes auditivas e disturbios do pensa-

mento (Swerdlow e cols., 20006). A inibi¢ao do reflexo de
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sobressalto por pré-pulso (PPI) é uma medida pratica
da integridade deste filtro, que pode ser realizada tanto
em pacientes quanto em roedores. A PPI ¢ definida pela
capacidade de um estimulo fraco (pré-pulso) inibir ou
diminuir o reflexo de sobressalto gerado por um esti-
mulo intenso (pulso) subsequente (Swerdlow & Geyer,
1998). O wuso do teste de PPI como um paradigma
experimental para estudar a esquizofrenia se baseia em
observagoes clinicas de que pacientes com esquizofre-
nia apresentam hipersensibilidade a estimulagao senso-
rial em consequéncia de prejuizos no filtro sensorial e,
assim, apresentam prejuizos na PPI (Swerdlow e cols.,

2008) (Figura 6).

Filtro Sensorial

Inibigao do Reflexo de Sobressalto por Pré-pulso (PPI)
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FIGURA 6 - Tarefa de inibicdo do reflexo de sobressalto acustico por

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

Abordar a aplicacao 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 sao realizadas,
para depois exercitar a compreensio dos resultados

provenientes.

METODOLOGIA

Apnimais: Camundongos suicos machos adultos
(PND60) sao mantidos em ciclo claro/escuro de 12h, com
temperatura controlada 23 * 2°C, acesso livre a agua e
ragao certificada. Toda a manipulagdo animal deve seguir
as normas éticas aceitas internacionalmente e ser previa-
mente aprovada pelo Comité de Etica em Uso de Animais
(CEUA) local.

DESENHO EXPERIMENTAL

Para fins didaticos, 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 dé um tempo
para seus animais descansarem entre um teste e outro

(48 horas, de preferéncia).
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Hiperlocomocao induzida por MK-801
» APARATO

Arena de campo aberto redonda, feita de madeira
revestida com férmica preta (40 cm de diametro, 30 cm

de altura).

» PROCEDIMENTO

Limpar o aparato com solugao alcodlica. Colocar o
animal e permitir que ele explore livremente por 10 min.
Retirar o animal e fazer a administragdo intraperitoneal de
MK-801 0,15 mg/kg, Retornar o animal ao apatato (colo-
cando novamente no centro) e permitir a livre exploragao
por mais 30 min. Registrar a movimentagao do animal com
o auxilio de uma camara situada acima do aparato. Ao final,
retornar o animal a sua caixa moradia e limpar o aparato

com solucio alcodlica.

» ANALISE
A distancia percorrida pelo animal a cada intervalo
de 2 min ¢ calculada utilizando um programa de computa-

dor adequado, e expressa em centimetros (cm).
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Aproximacao social

> APARATO

Caixa retangular de acrilico transparente (60 x 45 x
30 cm), com duas divisorias separando a caixa em trés com-
partimentos (20 x 45 x 30 cm cada), que podem ser isolados
com o uso de placas de acrilico (30 x 45 cm). Gaiolas de alu-
minio cilindricas (9,5 cm de altura x 8 cm de diametro) sao

utilizadas para conter os estimulos sociais e inertes.

» PROCEDIMENTO

Limpar o aparato com solucdo alcodlica. 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 (estimulo social). Fechar o acesso aos comparti-
mentos com as placas de acrilico. Colocar o animal teste
no compartimento central e permitir a exploracao por 5
min. Apds, abrir o acesso aos compartimentos laterais e
permitir que o animal explore os mesmos por mais 10 min.
Registrar o comportamento exploratério do animal com o
auxilio de uma camara localizada sobre o aparato. Ao final,
limpar o aparato com solugdo alcoolica e retornar o animal

a sua caixa moradia.
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> ANALISE

Assistir ao video obtido e, com o auxilio de um cro-
németro, determinar o tempo (em segundos) de interagao
ativa do camundongo com cada uma das gaiolas. A soma
do tempo de interagao com cada gaiola ¢ considerado o
tempo de interacdo total. Calcular o percentual do tempo
de interagao que o animal gastou interagindo com a gaiola
social e com a gaiola inerte (objeto), considerando o tempo

total de exploracio como 100%.

Preferéncia por sacarose

» APARATO

O teste ¢ realizado em uma caixa de alojamento
de camundongos, contendo maravalha limpa ao fundo.
A grade deve ter espago para inser¢do de duas garrafas

de liquido.

» PROCEDIMENTO

Encher uma garrafa com 4gua e uma com solu-
cao 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 a garrafa com 4gua
quanto a garrafa com sacarose por 15 min. Ao final desta
etapa, realizar uma nova sessao de 15 min. de consumo

de liquido pelo animal, invertendo a posigao das garrafas



Tarefas Comportamentais Aplicadas ao Estudo de Modelos... | 207

com relagdao a sessao inicial. Ao final, pesar novamente
as garrafas, anotando os pesos. Retornar o animal a sua

caixa moradia.

> ANALISE

Calcular a massa de agua (g) e a massa de sacarose
(g) consumidas pelo animal durante o experimento através
da diferenca entre o peso inicial e o peso final de cada uma
das garrafas. Calcular a quantidade total de liquido consu-
mido pelo animal (g) através da soma da massa de agua e
da massa de sacarose bebidas. Com relagao a quantidade
total, calcular o percentual de consumo de agua e de con-

sumo de sacarose realizado pelo animal.

Alternagbdes Espontaneas

» APARATO
Labirinto de madeira revestido de formica branca
em forma de Y, onde cada braco contém 41 cm de com-

primento e 8 cm de largura, com paredes de 20 cm.

» PROCEDIMENTO

Limpar o aparato com solugdo alcodlica. Identificar
cada um dos bragos com uma letra ou numero (p.ex., A, B e
C). Colocar o camundongo na extremidade de um dos bra-

cos 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 bracos do labirinto. Uma entrada é considerada
apenas quando as quatro patas do camundongo encontram-
-se no braco. Ao final do teste, retornar o animal a sua caixa

moradia e limpar o aparato com solu¢ao alcodlica.

> ANALISE

Conte o numero total de entradas nos bracos executa-
dos pelo animal. Ap6s, determine o nimero de alternagdes
espontaneas contando o numero de vezes que o animal entrou
de forma consecutiva em trés bracos diferentes (A, B, C, por
exemplo). Calcule o percentual de alternagoes , considerando

o numero total de entradas - 2 (menos 2) como 100%.

Memoria de Referéncia Espacial

» APARATO

Labirinto de madeira revestido de férmica branca
em forma de Y, onde cada braco 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.

» PROCEDIMENTO

Sessdo 1 (treino) - limpar o aparato com solu-

¢ao alcoodlica. Fechar o acesso a um dos bracos do
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labirinto utilizando uma placa de madeira. Colocar
o camundongo na extremidade de um dos bragos 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 solugao alcoolica.
Intervalo entre sessoes (IES)— 1 hora

Sessao 2 (teste) — retirar a placa de madeira que res-
tringia o acesso ao brago novo. Colocar novamente o
animal na extremidade de um dos bracos do labirinto
e permitir que este se desloque livremente durante
5 min. Registrar a movimenta¢ao do animal com o
auxilio de uma camara localizada acima do labirinto.
Ao final do teste, retornar o animal a sua caixa mora-

dia e limpar o aparato com solugao alcoélica.

> ANALISE

Assistindo o video da segunda sessao (teste), crono-
metre o tempo de permanéncia do animal no brago novo
em segundos (s). Determine o percentual do tempo de
permanéncia no brago novo considerando o tempo total

da sessao teste como 100%.

Reconhecimento de Objeto Novo

» APARATO E OBJETOS
Arena de campo aberto redonda, feita de madeira

revestida com férmica preta (40 cm de diametro, 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-

¢ao, formas, texturas e cores.

» PROCEDIMENTO

Sessdo 1 (treino) — limpar a arena e os objetos com
solugao alcoolica. Colocar dois objetos idénticos no
interior da arena. Colocar o camundongos no cen-
tro da arena contendo os objetos por um periodo
de 10 min. Retornar o animal a sua caixa moradia e
limpar a arena e os objetos com solugao alcoolica.
IES — 1 hora.

Sessao 2 (teste) — colocar no interior da arena dois
objetos: um idéntico ao utilizado na sessdo treino
(familiar) e um diferente (novo). Colocar o camun-
dongo no centro da arena contendo os objetos e
permitir a explorag¢ao por 5 min. Registrar o com-
portamento exploratorio do animal com uma camera
localizada acima da arena. Ao final do teste, retornar
o animal a sua caixa moradia e limpar a arena e os

objetos com solugio alcodlica.

» ANALISE

Assistindo o video da segunda sessao (teste), crono-

metre o tempo de exploragio de cada um dos objetos pelo

camundongo, em segundos (s). Calcule o tempo total de



Tarefas Comportamentais Aplicadas ao Estudo de Modelos... | 211

exploragao (s), somando o tempo dedicado pelo camundongo
a explorar cada objeto individualmente. Apos, calcule o tempo
percentual de exploragao do objeto familiar e do objeto novo,

considerando o tempo total de exploragao como 100%.

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

> APARATO

Caixa feita de acrilico revestida internamente de
espuma para isolamento acustico, contendo uma caixa de
som e um detector de movimento (acelerometro). O apa-
rato é conectado a um computador e controlado por pro-

grama especifico.

» PROTOCOLO

Um ruido branco de fundo (65 dB) é gerado no inte-
rior da caixa ao longo de todo o experimento. Ap6s um
periodo de habituagao de 5 min, sao iniciados os blocos de
estimulos, apresentados ao animal de forma randomizada.
Sio utilizados os seguintes blocos (10 repeticoes cada, com
um intervalo entre eles de 20 £ 10 s): sem estimulo (ruido
de fundo), pulso (ruido branco, 120 dB) e pulso precedido
de pré-pulso em trés diferentes intensidades (ruido branco,
72, 80 e 90 dB). A intensidade de sobressalto dos animais
em cada um dos blocos é registrada no acelerometro e

digitalizada por programa de computador especifico.
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» PROCEDIMENTO

Limpar o contensor do animal com solug¢ao alcoo-
lica e fixa-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 movimentagao
do animal esta sendo corretamente registrada no compu-
tador. Ao final, retirar o animal do contensor e retorna-lo
a sua caixa moradia. Limpar o contensor e o acelerometro

com solucao alcodlica.

> ANALISE

Extrair do arquivo gerado pelo programa de compu-
tador a intensidade de sobressalto média de cada um dos
blocos de estimulos. Calcular a porcentagem de inibicao
do reflexo de sobressalto pelas diferentes intensidades de

pré-pulso utilizando a seguinte férmula:
%PPI =100 —[PPI:meo)

onde %PPI é o percentual de inibi¢ao por pré-pulso;
PP+P ¢é a amplitude média de sobressalto dos blocos onde
sao apresentados pré-pulso + pulso; e P ¢ a amplitude
média de sobressalto dos blocos onde ¢é apresentado ape-

nas o pulso.
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Atividade Pratica

Discutimos diversas tarefas comportamentais que
podem ser utilizadas na caracterizacao de modelos animais
de transtornos psicoticos, as quais também sdo uteis na
busca de novos tratamentos farmacoldgicos para esses dis-
turbios. Para cada tarefa, apresentamos exemplos de resul-
tados obtidos em nosso laboratorio utilizando animais
controle (figuras 3 a 6). Ap6s a leitura e discussao do mate-
rial, fagca o esbogo de graficos que ilustrem qual o com-
portamento esperado para os animais modelo de esqui-
zofrenia em cada uma das tarefas apresentadas. Utilize os
graficos ilustrados ao longo do capitulo como ponto de

partida. Maos a obral
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Anexo

Clique ou escaneie o QR Code para acessar o video do capitulo.

IR\


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 fixagio aos ossos mandibular e maxilar. F for-
mado pelos seguintes componentes: gengiva, ligamento petio-
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.

216
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Essas células produzem fibras colagenas que garantem
a forma e a turgéncia do tecido gengival. O ligamento
periodontal ¢ um tecido conjuntivo frouxo que é respon-
savel pela fixagao do cemento radicular ao osso alveolar.
Ajuda na absor¢ao dos impactos provenientes da mas-
tigacdo e na mobilidade dentaria. O cemento radicular
¢ um tecido mineralizado que reveste a raiz do dente
evitando fraturas. E produzido por células especializa-
das denominadas cementdcitos originados a partir da
diferenciacao de células precursoras conhecidas como
cementoblastos. O processo alveolar se caracteriza por
segmentos dos ossos mandibular e maxilar cuja fungao
¢ sustentar as rafzes dos dentes. O osso alveolar pro-
priamente dito é formado por uma lamina dura que esta
revestida pelo cemento radicular. O processo alveolar é
revestido pela gengiva livre (Lang, 2010)

As chamadas doencas periodontais sio patologias
que acometem os tecidos de sustentacao dos dentes e
podem ser divididas em gengivites e em periodontite. A
diferenca principal entre ambas as patologias é que na
periodontite ocorre a reabsor¢ao do osso alveolar, o que
pode levar a perda do dente devido a auséncia do apare-
lho de insercao (Kinane e cols., 2017). A periodontite é
uma doenga causada pela disbiose do biofilme subgen-

gival. Num periodonto saudavel, o biofilme bacteriano
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¢ formado pela coexisténcia de uma gama de espécies
de bactérias aerdbicas, anaerdbicas facultativas e estri-
tas, que revestem a superficie do dente. Num microam-
biente saudavel, esses microrganismos coexistem com o
funcionamento adequado dos mecanismos de defesa do
periodonto para evitar a invasao e proliferacio desses
patégenos. Neste contexto, os mecanismos de deposi¢ao
e reabsorcao 6ssea estao em equilibrio e o periodonto
esta saudavel. A disbiose ocorre pela perda do equilibrio
entre as bactérias do biofilme a resposta imunolégica do
hospedeiro, levando a proliferacio e maior prevaléncia
no biofilme de microrganismos gram-negativos anaero-
bicos e proteoliticos, os quais sdo capazes de induzir a
doenga periodontal (Branchereau e cols., 2016; Kinane
e cols., 2017). Entre as principais espécies de micror-
ganismos conhecidos como odontopatdgenos temos a
Porphyromonas gingivalis (Pg), o Aggregatibacter actinonzyce-
temeomitans (Aa) e o Fusobacterium nucleatum (Fn). Esses
patégenos sio capazes de invadir o tecido gengival e
possuem fatores de viruléncia capazes de induzir uma
resposta inflamatdria local no periodonto, levando a que-
bra da homeostasia 6ssea e o desencadeamento da reabsor¢ao
do osso alveolar (Rojas e cols., 2021). Esses mecanismos sao
induzidos pela presenca de fatores de viruléncia produzidos

por esses patégenos. A Pg possui lipopolissacarideo (LPS),
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fimbria e proteases tais como as gingipainas (Xu e cols.,
2020). O Aa, que é um microrganismo muito associado
a lesGes severas no periodonto, produz LPS, fimbria e
leucotoxinas. As leucotoxinas deste patégeno sao um
fator importante para a sua viruléncia (Herbert e cols.,
2016). Existem trabalhos clinicos que demonstram a
prevaléncia desses odontopatégenos em pacientes com
doenca periodontal grave, demonstrando a sua impor-
tancia no desenvolvimento da periodontite (Cirino e
cols., 2019).

No estudo da periodontite, a grande maioria dos tra-
balhos sao 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
criacio e manutencao desses animais. Além disso, essas
espécies apresentam trés molares maxilares e mandibulares
e o seu periodonto possui uma grande similaridade anato-
mica com o periodonto humano. Além disso podemos tra-
balhar com camundongos geneticamente modificados, o
que ajuda no entendimento da participacao de mediadores
chaves para a doenga periodontal (Rydell-Térmanen, 2019).
Podemos dividir os modelos de periodontite experimental
com roedores em trés grandes grupos: modelos de gavagem
de odontopatégenos humanos, modelos de inje¢ao petio-

dontal e modelo de ligadura (Rojas, 2021).
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Os modelos de gavagem utilizam suspensoes de
odontopatogenos (usualmente de 10° unidades forma-
doras de coldnias/ml. em carboximetilcelulose como
veiculo) que sao administrados por agulha de gavagem
ou instilados na cavidade oral dos camundongos e ratos
com a utilizacdo de micropipetas. A administragao é
usualmente feita por 4 a 8 semanas e os animais desen-
volvem periodontite com sinais claros de inflamagao
periodontal e reabsor¢ao do osso alveolar (Bast e cols.,
2017, Budhy e cols.,2021). Uma das principais criticas
a esses modelos € o fato de se trabalhar com monoin-
feccao (de Pg, Aa e Fn), o que difere bastante do que
ocorre no curso da doenca nativa. Uma outra critica a
esses modelos reside no fato que a degluticio de uma
suspensao de odontopatdgenos pode levar a uma dis-
biose intestinal, o que pode, de alguma forma, interferir
com o curso da doenca. Além disso, ¢ necessario culti-
var os microrganismos para fazer a inoculagdo, o que
encarece e dificulta o processo. O desenvolvimento da
periodontite experimental nesses modelos se assemelha
a um processo de periodontite com caracteristica mais
cronica onde a inflamagdo e a perda 6ssea sio observa-

das apos algumas semanas apds o inicio da administra-

cio (Rojas, 2021)
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Nos modelos de injecio periodontal, pode-se
realizar a inje¢ao de odontopatégenos ou de antigenos
produzidos por eles diretamente nas faces vestibular
e lingual do periodonto. Na maioria dos trabalhos, se
utiliza a injecao de LPS no periodonto. Essa injecdo ¢
comumente realizada 2-3 vezes por semana e em 20-30
dias os animais apresentam sinais de periodontite, com
aumento da producdo de citocinas pro-inflamatorias e
reabsorcio do osso alveolar. E um modelo de monoin-
feccao, sendo util para o estudo de quais microrganis-
mos e quais antigenos presentes neles sao capazes de
induzir a doenca (Choi e cols., 2020; Leira e cols., 2019;
Li e cols., 2020; Zhang e cols., 2021). Os procedimen-
tos sao realizados com os animais anestesiados, o que
pode gerar estresse pela manipulagao dos animais e ¢é
necessario que o experimentador esteja treinado para
fazer de maneira correta e com minimo trauma possivel
a injecao periodontal (Rojas, 2021).

O modelo de ligadura ¢ o modelo mais utilizado
para inducao da periodontite experimental em roedo-
res. Foi descrito inicialmente para ratos e posterior-
mente adaptado para camundongos (Sallay, 1982, Abe
& Hasishengalis, 2013). Consiste na colocagao de fios
cirargicos nos molares mandibulares ou maxilares. Os

fios geralmente sao de seda, mas também se utiliza fios
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de nylon e de algoddo. Os animais sdo anestesiados com
anestésico inalatério ou uma mistura de cetamina e xila-
zina e contidos em aparatos para permitir a localizagdo e
o acesso aos molares no fundo da cavidade oral (Santana
e cols., 2016). O fio funciona como depodsito de comida,
0 que permite o crescimento de microrganismos que
desencadeiam um intenso processo inflamatorio perio-
dontal, com perda 6ssea alveolar visivel apds aproxi-
madamente 5 dias da colocagido da ligadura. O modelo
induz uma periodontite aguda, que atinge seu pico de
perda 6ssea com 15 dias ap6s a indugao da doenga (Var-
gas-Sanchez e cols., 2017). A técnica de coloca¢io da
ligadura requer treinamento do experimentador devido
as dimensoes reduzidas dos molares de ratos e camun-
dongos. Na maioria das vezes a colocagao das ligaduras
requer a utilizacao de lupas para melhor visualiza¢iao do
campo e aparatos para conten¢ao e abertura da boca
dos animais de experimentacio (Figura 1). E importante
que se verifique a permanéncia das ligaduras quando se
deseja protocolos experimentais muito longos, pois em
alguns animais, elas podem se soltar durante o proto-
colo experimental (Figura 2). Apos 15 dias de indugao
da doenga pode-se retirar as ligaduras para se estudar
os mecanismos fisiolégicos de reparo nos animais de

experimentagao.



O Modelo da Ligadura Para o Estudo da Doenca Periodontal | 223

FIGURA 1- Aparato utilizado para a contencdo de ratos e camun-
dongos anestesiados para a colocacdo da ligadura. As alcas que
tracionam os incisivos para a exposicdo da cavidade oral sdo feitas de
material flexivel e ajustavel para o tamanho do animal.

\wﬂ /P'
%a/m é

FIGURA 2 - Representacdo 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 ulceragdes no epitélio gengival, faci-
litando a invasio dos microrganismos aderidos ao bio-
filme do fio cirargico. As bactérias, ao invadirem o tecido
conjuntivo gengival, ativam a resposta inata via ativagao
dos receptores tipo To// (TLRs) expressos nas células epi-
teliais gengivais, fibroblastos gengivais, fibroblastos do
ligamento, células endoteliais de vasos sanguineos, osteo-
blastos, osteoclastos e cementoblastos. Os TLR sido capa-
zes de reconhecer os denominados padroes moleculares
associados aos patégenos (PAMP’) que sio componentes
presentes na célula bacteriana, tais como o LPS e as fim-
brias. Essa ativagio dos TLR desencadeia a producio de
citocinas pré-inflamatérias como 1L-1, IL-2, IL-6, TNF-a
e IL-17 (Hans & Hans, 2011; Graves e cols., 2011).

No modelo de ligadura, a medida da perda dssea
alveolar pode ser realizada de formas diferentes. Um dos
métodos mais utilizados é o chamado método macrosco-
pico, onde as mandibulas e maxilas sao retiradas, os tecidos
moles sao removidos com solugiao de peroxido de hidro-
geénio e corados com azul de metileno. O azul de metileno
cora o 0sso alveolar e o cemento mas nao a coroa do dente,
e torna mais facil a observagao e medicao das raizes expos-
tas (Crawford e cols., 1978). A medida da perda 6ssea por
esse método ¢ feita através de imagens obtidas das pegas

coradas utilizando-se softwares de medicao. Podem ser
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feitas medidas lineares das raizes dos molares expostas,
onde se mede a distancia da jun¢ao cemento-esmalte (JCE)
até a crista do osso alveolar, ou delimitacao da area de raiz
exposta (Sallay e cols., 1982). Pode-se também através de
cortes histologicos das mandibulas e maxilas realizar medi-
das histomorfométricas igualmente delimitando-se a dis-

tancia entra a JCE e a crista do osso alveolar (Figura 3).

FIGURA 3 - Esquema mostrando a andlise de perda éssea pelo
método macroscépico na face lingual da hemimandibula de rato. O
azul de metileno cora o osso alveolar e o cemento radicular, deixando
a coroa do dente sem coloracdo. Imagens sdo feitas em alta resolucdo
e processadas em softwares especificos onde se mede a distancia da
crista do osso alveolar (COA) até a juncdo cemento-esmalte (JCE). No
esquema vemos os 3 molares numerados.)

As medidas mais precisas sao obtidas por analise
microtomografica, onde pode-se realizar medidas linea-
res e medidas de densidade Ossea na regidao de furca
(Silva e cols., 2020).
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Os tecidos periodontais podem ser removidos
para testes bioquimicos, ELISA, western blotting e rea-
¢ao em cadeia da polimerase (PCR). A pequena quan-
tidade de tecido periodontal obtida por cada animal é a
grande limitagao para a realizagdo desses testes em ratos e

camundongos.

Protocolo de inducao de periodontite em ratos
Wistar

OBJETIVO

Induzir periodontite em ratos e observar a perda
ossea alveolar caracteristica da doenca através da insercao
de uma ligadura em torno dos dentes molares. A manu-
tencao da ligadura retém macromoléculas alimentares, pro-
movendo proliferagao de periodontopatdgenos. A resposta
imune exacerbada aos patégenos causa destrui¢ao teci-

dual nos tecidos periodontais, caracterizando a doenga.

MATERIAIS
* Ratos Wistar pesando 200 — 230 g

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

e Fio de seda 3-0 estéril

* Aparato para exposicao da cavidade oral
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* Espacadores interdentais

* Pingas e tesouras cirurgicas

¢ Etanol 70% para desinfec¢ao dos materiais
¢ Solugio de peroxido de hidrogénio a 30%
* Solu¢io aquosa de azul de metileno a 1%

* Formalina tamponada a 10%

¢ Agente descalcificante (EDTA 10%)

Procedimento: inducao de periodontite por
ligadura dos molares

227

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 sao usa-

dos 160 pl de cetamina + 100 pl de xilazina:
Cetamina 10% (80 mg/kg):

Considerando a dose requerida:

80mg xmg

0009 ~ 2009 = * = 10me

Considerando a concentragio de cetamina na apre-

sentagao comercial (10%):

10g _0016g
w00ml ~  y 7

Xilazina (10 mg/kg):

y = 0,16 ml = 160 ul de cetamina
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Considerando a dose requerida:

10mg  xmg L=
1000g 200g ~° ™9
Considerando a concentragao de xilazina na apre-
sentagao comercial (2%):

o 2g 00029
100ml~  yml

= 0,1ml = 100 ul de xilazina

b. Administrar os anestésicos por via intraperitoneal, uti-

lizando seringas de 1 ml e agulhas de 26 G.

. Uma vez que os reflexos estejam suprimidos, apoiar o

animal com a cavidade bucal exposta, conforme repre-

sentado na figura 1.

. Inserir o espagador 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. Manté-lo fincado entre os dentes.

. Passar o fio de seda por tras do espagador, segurando

as duas extremidades e guiando o fio para o sulco
produzido pelo espacador. Uma vez que o fio esteja
corretamente situado entre os molares, traciona-lo
para baixo para que ele entre no sulco formado pelo

espagador.

* O fio esta corretamente inserido quando nao ¢

possivel enxerga-lo entre os molares.
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f. Remover cuidadosamente o espagador do sulco, com
movimentos giratorios para fora da cavidade bucal.
Apbs a remogao do espagador, tracionar novamente o
fio para baixo, certificando-se de que ele esteja preso

no espago 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. Ap6s introduzido nos sulcos, o fio é fixado ao dente
por um né 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 observacido da perda dssea, ou
em ambos os lados, de acordo com os objetivos

experimentais.

h. Cortar cuidadosamente os excessos de fio de sutura

proximos ao no.

* Desinfetar os materiais (tesouras, pingas, aparato

e espagadores) entre cada animal com etanol 70%.

1. Devolver o animal para a caixa e monitora-lo durante a

recuperacao anestésica.
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* O uso de analgésicos injetaveis é recomendado,
caso nao interfiram em parametros a serem avalia-

dos pelo experimentador.

* O fio deve ser mantido por no minimo cinco dias

para observagao da perda dssea alveolar.

Preparo das hemimandibulas e hemimaxilas
para histotécnica’

a. As hemimandibulas e hemimaxilas que foram destina-

das as avaliagbes macroscopicas da perda éssea devem
ser individualmente imersas em solugao de peréxido de

hidrogénio a 30% e mantidas durante duas a 3 horas.

. Armazenar as hemimandibulas e hemimaxilas desti-

nadas a histotécnica em formalina tamponada a 10%
durante 48 - 72 horas. As pegas podem ser armazena-
das em tubos do tipo Falcon de 50 ml contendo apro-

ximadamente 30 ml da solucio fixadora.

. Ao fim do tempo de fixacdo, lavar as pecas em

agua corrente e em seguida mergulha-las em agente

descalcificante.

' O preparo das amostras pode variar de acordo com o tipo de col-
oracao a ser realizada e uso de técnicas baseadas em deteccio de
proteinas. O protocolo exemplificado ¢ adequado para a realizagio de
microtomia e coloracao com hematoxilina e eosina (HE).
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* Aconselha-se o uso de EDTA 10% e a troca diaria
da solucdo. A peca é adequadamente descalcificada

ao fim de duas a trés semanas, quando fica flexivel.

d. Ap6s a descalcificagao, colocar cada hemimandibula e

hemimaxila em cassete histolégico identificado a lapis.

e. Armazenar os cassetes em formalina tamponada a

10% até o momento do processamento.

Preparo das hemimandibulas e hemimaxilas
para avaliacdo macroscépica de perda 6ssea
alveolar

a. As hemimandibulas e hemimaxilas obtidas no item
2.4.a que foram destinadas as avaliagdes macroscopi-
cas de perda 6ssea devem ser individualmente imersas
em solucdo de peréxido de hidrogénio a 30%, e man-

tidas durante duas a trés horas.

b. Ao fim desse intervalo, as pecas devem ser lavadas
em agua corrente. Parte dos tecidos moles sera car-
reada com a agua, € O que permanecer preso aos teci-
dos duros pode ser removido com leve fricgao da
peca com papel-toalha. Verificar com auxilio de uma
lupa de aumento se os tecidos moles foram completa-
mente removidos, principalmente na regiao das raizes
e esmalte. No caso de pedagos remanescentes, remo-
ver cuidadosamente com uma pinga, evitando riscar os

dentes, cemento e tabua éssea.
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c. Enxugar as pecas, removendo excessos de agua.

d. Imergir as hemimandibulas e hemimaxilas indivi-
dualmente em solu¢ao de azul de metileno a 1% por
aproximadamente 10 segundos. Remover o excesso
de corante mergulhando a peca em agua e enxugar
com papel-toalha. O azul de metileno cora intensa-
mente o cemento radicular mas nao o esmalte, pos-
sibilitando demarcar as raizes expostas pela retracao

do tecido 6sseo.
e. Fotografar as pecas coradas em alta resolu¢ao

f. Em software de processamento de imagens (como o
Image], NIH), é possivel estimar a perda 6ssea através
da medida linear das raizes, delimitada pela distancia
entre a crista do osso alveolar e a jungdo cemento-es-

malte, ou a area delimitada entre esses dois marcos.
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Clique ou escaneie o QR Code para acessar o video do capitulo.

IR\


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

Nos vertebrados, uma enzima é a principal res-
ponsavel pelo término da agdo da acetilcolina (ACh),
tanto nas juncdes neuromusculares e neuroefetoras do
SNP quanto nas sinapses colinérgicas do SNC: a acetil-
colinesterase (AChE). A butirilcolinesterase (BChE) ¢
outra enzima com estrutura e mecanismo catalitico seme-

lhante; representa apenas 1-10% da quantidade total das

235



236 | CURSO PRATICO DE FARMACOLOGIA

colinesterases (ChEs) e se diferencia da AChE na espe-
cificidade pelo substrato e pela localizagdao. As colineste-
rases estdo amplamente distribuidas pelo organismo, em
tecidos neurais e nao neurais. Apesar da BChE ser capaz
de hidrolisar a ACh, a AChE ¢ a principal responsavel por
terminar a a¢do da acetilcolina liberada pelos neuronios
colinérgicos.

No cérebro, a forma predominante da AChE é um
tetramero de unidades cataliticas ancorado a face extra-
celular das membranas dos neuronios. Tem localizacio
difusa, acompanhando os sitios de liberacao de ACh, e esta
concentrada em regioes importantes para as fungoes cog-
nitivas, como o cértex e o hipocampo. F encontrada ainda
em hemadcias, células hematopoiéticas, osteogénicas, neo-
plasicas e no plasma, na forma solavel, regulando a¢oes
paracrinas da ACh.

A hidrélise da ACh é um processo extremamente
rapido e eficiente; na junciao neuromuscular, a ACh libe-
rada a cada estimulo ¢ eliminada em menos de 1 ms.
A atividade hidrolitica da AChE ¢ mediada pelo sitio
catalitico, que tem localiza¢do central e se encontra no
fundo da “garganta” da enzima (Figura 1). O substrato
(um cation) precisa se difundir através desta passagem
estreita, forrada por residuos de aminoacidos aromaticos,

para ser clivado na regido catalitica. O ataque a ligacao
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éster da ACh resulta em formacao de um intermediario
acetil-AChE, com consequente liberacio da colina, e a
quebra subsequente do intermediario para liberagao do
acetato (Soreq & Seidman, 2001). Além do sitio catalitico,
a AChE possui o chamado sitio anidnico periférico (SAP),
situado na extremidade externa da garganta. A interagao
com o SAP garante o posicionamento correto da ACh para
que atravesse a garganta da AChE e atinja o sitio catalitico,
acelerando a hidrdlise da ACh. O sitio catalitico, o SAP e

outros subsitios podem ser alvos de inibidores da AChE.

sap N
/
H g
+
A~N=CcH, * H0
H;C™ ~O \CH32
ACh
lAChE
o CH,3
Loy * wor~NecH
H;C~ “OH HO \CH33
acetato colina

FIGURA 1 - Acetilcolinesterase e hidrélise da acetilcolina. A esquerda,
representacdo da “garganta” da enzima, com a triade catalitica ao
fundo, formada pelos residuos de serina, histidina e glutamato, e
residuos aromaticos que interagem com o grupo aménio da ACh no
caminho até o sitio catalitico. O sitio aniénico periférico (SAP) situa-se
ao alto, préximo & entrada da garganta. A direita, esquema simplifi-
cado da reagdo de hidrélise da ACh.
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Anticolinesterasicos

Os inibidores da AChE (IAChE) aumentam a con-
centracao de ACh nas junc¢Oes neuroefetoras e nas sinap-
ses e sao uteis em condi¢des de deficiéncia colinérgica,
como a miastenia gravis e a doenga de Alzheimer (DA),
e também para reverter o efeito de bloqueadores neuro-
musculares competitivos. Os IAChE também tém impor-
tancia agroindustrial e toxicologica, pois podem ser usados
como pesticidas, como varios carbamatos, e como armas
quimicas, os chamados gases de nervos organofosforados.
O primeiro anticolinesterasico a ser utilizado na tentativa
de aliviar os sintomas de déficit cognitivo associado a DA
foi a fisostigmina, através da administragdao intravenosa.
Este alcaloide natural ¢ um éster do acido carbamico que
penetra no SNC. A tacrina (tetraidroaminoacridina, Figura
2) inaugurou a chamada primeira geracao de anticolines-
terasicos para DA, ao ser a pioneira quanto a sua aprova-
cao nos EUA como substancia sintética a ser utilizada no
tratamento da doenca. No entanto, devido a efeitos coli-
nomiméticos periféricos intensos e principalmente pelo
potencial hepatotéxico, nao é mais de aplicagao clinica.
Em virtude destes graves efeitos adversos atribuidos ao
uso da tacrina, foram desenvolvidos outros farmacos que
compdem a segunda gera¢iao dos anticolinesterasicos. Sao

eles: donepezila, rivastigmina e galantamina (Figura 2).



239

Inibicdo Enzimatica: Atividade Anticolinesterasica in vitro

NH, o
m /O]@:g/\%
N
Nig ~o

tacrina donepezila OH

I
Ao -
O

rivastigmina galantamina

FIGURA 2 - Anticolinesterasicos introduzidos para a doenca de
Alzheimer. Estrutura quimica de quatro anticolinesterasicos de apli-
cacdo clinica no tratamento da DA: tacrina, donepezila, rivastigmina

e galantamina.

Segundo a ligacao que estabelecem com a AChE,
os anticolinesterasicos podem ser classificados em rever-
siveis, irreversiveis e pseudo-irreversiveis. Dentro do
grupo dos inibidores reversiveis estdo a galantamina, a
tacrina e a donepezila. A rivastigmina ¢ um derivado da
fisostigmina, sendo, portanto, um carbamato de interagao
pseudo-irreversivel. Outro aspecto que diferencia os anti-
colinesterasicos ¢ a seletividade entre AChE e BChE. Para
tratar doencas do SNC, como a DA, seria desejavel uma
maior inibi¢ao central, para evitar a toxicidade colinérgica
periférica. Esta seletividade ¢ dificil de ser obtida, pois as

enzimas centrais e periféricas sio as mesmas, mas alguns
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farmacos tém menos efeitos periféricos em parte devido
as propriedades farmacocinéticas, principalmente a dis-

tribuicao para o SNC.

OBJETIVO

Avaliar a capacidade de inibi¢ao de dois anticolines-
terasicos: tacrina (THA) e fisostigmina, em diferentes con-
centragoes; a partir dos dados coletados, obter as curvas
concentragao-resposta (CCR) e analisa-las, determinando

a concentragio inibit6ria média (CI, ).

MATERIAL E METODOS

Para a determinacio da atividade total das ChEs, sio
feitos experimentos de cinética enzimatica, utilizando-se o
método espectrofotométrico de Ellman (1961), adaptado
ao leitor de microplacas. Registramos a evolugao da reagao,
acompanhando a formagao do produto da hidrélise de um
substrato analogo da ACh, a acetiltiocolina. O acido ditio-
bisnitrobenzoéico (DTNB, reagente de Ellman), em con-
tato com ti6is, produz um anion de cor amarela e assim
revela a formacao de tiocolina.

Mede-se no espectrofotometro a densidade otica
(DO) a 412 nm ao longo do tempo, obtendo-se a curva de
progresso da reagao. A inclina¢ao maxima da curva corres-
ponde a velocidade méaxima (I7__) da hidrélise do subs-

trato. Assim, determina-se a 7 em unidades de ADO.
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min (esta velocidade de reacao pode ser convertida em
moles de acetiltiocolina hidrolisada por minuto — v. Ellman,
1961). Para cada grupo experimental é calculada a média
de IV das triplicatas e, a partir dos dados, constroi-se as
CCR. Para se avaliar inibidores, geralmente a 7 média
¢ expressa como porcentagem do controle (sem inibidor).

O mesmo ensaio pode ser extendido para se avaliar
o mecanismo de inibi¢do, variando-se tanto a concentra-
¢ao de inibidor quanto a de substrato, assim como para
se avaliar se a inibicao ¢ reversivel (Castro e cols., 2008).
Usaremos AChE purificada, extraida do 6rgao elétrico do
poraqué (Electrophorus electricus), mas o ensaio pode ser rea-

lizado com preparacoes de tecido cerebral, hemacias, etc.

REAGENTES

* Acetylthiocholine iodide [lodeto 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 [Ac. 5:5-ditio-
bis-2-nitrobenzoico, DTNB] Sigma D-8130
(PM 3906,3)

* NaCl, NaHCO,, NaH PO,.H O, Na HPO,.7H,O,
Triton X-100
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SOLUCOES
I. TAMPAO FOSFATO (TF) 0,1 M:

* Sol. A: NaH,PO,.H, O fosfato de sédio monoba-
sico monoidratado 0,2 M (27,6 g/L)

* Sol. B: Na, HPO,.7H,O fosfato de sédio dibasico
heptaidratado 0,2 M (53,65 g/L)

Para pH = 7,4: 19,0 mL. de A + 81,0 mLL de B +
H,O d.d. g.s.p. 200 mlL.

Para pH = 7,0: 39,0 mL. de A + 61,0 mLL de B +
H20 d.d. g.s.p. 200 mL

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

- DTNB 3,96 mg

« NaHCO, 1,52 mg
(18,1 mM NaHCO))

« TF (0,1 M pH 7,0) 1,0 mL

Agitar no vortex, sonicar e armazenar no gelo.

Mais estavel em pH 7 que em pH 8.
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I1l. SUBSTRATO ACETILTIOCOLINA (ATCH) ESTOQUE
0,005 M

* JTodeto de acetiltiocolina 1,446 mg/
ml H,O d.d.

Agitar no vortex, armazenar na geladeira. Util

durante aprox. 1 semana.

IV. SUBSTRATO BUTIRILTIOCOLINA (BTCH) ESTOQUE
0,01 M
* JTodeto de butitiltiocolina 3,172 mg/
mL H O d.d.

Agitar no vértex, armazenar na geladeira. Util

durante aprox. 1 semana.

C. PREPARACOES DE ENZIMA
I. COLINESTERASE DE E. ELECTRICUS

* Acetylcholinesterase from E. elctricus (Sigma
C2888 ou C3389)

* TF (0,1 M; pH 7,4) ~10 ml.

Calcular o volume de solvente para uma concen-
tracao final de p.ex. 50 U/mlL baseando-se na ati-
vidade descrita no rétulo da enzima. Dissolver a
enzima com TF no proprio frasco, agitando no
vortex. Distribuir em criotubos, p.ex. 50 pl em

cada, e congelar.
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Preparar a solucio de trabalho (0,5-1 U/mL) por
diluicio com TF no dia do experimento, evitando
recongelar. A concentra¢ao final pode ser ajustada

conforme a atividade, determinada logo antes do

experimento.

D. REACAO ENZIMATICA (PARA CURVA DE INIBICAO)

Incuba-se a enzima (pura ou no homogeneizado)
com as substincias anticolinesterasicas e com
DTNB por 10 min em TF 0,1 M; pH = 7,4 (q.s.p.
180 pL). Ao final da incubagao sao adicionados 20

uL. do substrato, nas concentragoes finais de 0,5

mM para ATCh e de 1 mM para BTCh.

AChE - Reagédo em microplacas de 96 pogos, vol. final de 0,2 mL:

OU butiriltiocolina

Vol. adic. | Tempo Conc. final
(minutos)

AChE E. electricus 0,5 U/mL 20 ul 0 0,05 U/mL
OU homogeneizado 20 mg/mL H 2 mg/ml
DTNB 0,01 M 5L 0 0,25 mM
Inibidores (2 x) 100 pL +1
Tampéo PO, 55 uL +1
Substrato acetiltiocolina 20 ul 11 0,5mM

1,0 mM
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NOTAS

1.

Quando se usa o homogeneizado cerebral, plasma
ou outros tecidos, a hidrélise do substrato por este-
rases nao especificas (atividade esterasica indepen-
dente de AChE/BChE), é determinada por inclu-
sao de um grupo experimental tratado com con-
centracao saturante de THA (20 pM); a atividade
remanescente neste grupo tratado com THA ¢,
entdo, tomada como nao-especifica, a ser subtraida

da hidrélise total.

. Os carbamatos, como a fisostigmina, necessitam de

tempo para agir, e devem ser pré-incubados com o
homogeneizado por periodos que variam de 30 a

120 minutos, conforme a substancia.

ANALISE

Programar o software do espectrofotometro para ler

imediatamente a DO a 412 nm, a intervalos de aprox. 10

segundos, por cerca de 5 minutos. Determinar o 17 (em

ADO.min") por regressao linear, usando 5-10 pontos. Sub-

trair o

ou das

I da hidrélise espontinea (nio-enzimatica) ¢/

outras contribui¢oes indesejadas. Pode-se conver-

ter o I final para unidades absolutas, em mol.L."".min",

dividindo o valor em ADO.min" por 13600 (= coeficiente

de exti

ncao do anion 5-tio-2-nitrobenzoato, o produto
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amarelo da reagdo). Isto ndo é necessario nos experimen-
tos de inibi¢ao, pois expressamos as velocidades como %
do controle, calculadas com uma planilha Excel.

A CI,, € baseada no modelo de sitio tnico e deter-
minada, em CCR, por regressao nao-linear. Para a estima-
tiva da CI, dos inibidores, as curvas sdo ajustadas para o
mecanismo de reag¢ao dito linear, onde se pressupode inibi-
¢ao completa da atividade enzimatica. Sendo assim, o valor
de limite minimo da atividade, representando a inibi¢ao
maxima (ou seja, uma concentra¢ao infinita de inibidor),
foi fixado em zero quando se observa grau de inibigao
acima de 90%. O limite maximo, que representa a atividade
referente ao grupo controle, é fixado em 100%.

Os dados de atividade enximatica (% do controle)
sao copiados do Excel para o Prism (Graphpad). Os valo-
res de concentracao do inibidor precisam ser convertidos
em log  para a andlise. Os valores de CI_ sdo determina-
dos pelo melhor ajuste (regressao) da seguinte equagao da
sigmoide concentragio-resposta:

Y — 100/(1 + 10logC150—X)

onde Y é a I~ de AChE, em percentagem do
controle, e X ¢ o logaritmo decimal da concentracao do

inibidor.
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FIGURA 3 - Anélise dos dados. A esquerda, curvas de progresso da
reacdo, mostrando inibicdo de AChE de E. electricus pela THA, nas
concentragdes indicadas. Cada sequéncia de simbolos representa uma
reacdo, na auséncia (tridngulos vazios) ou na presenca de diferentes
concentragdes de inibidor (circulos cheios). A curva menos inclinada foi
obtida na presenca de THA 2 uM, em que a inibicdo é quase completa.
Destas curvas foi feita a estimativa da V_, ' por regresséo linear. Nesse
ensaio otimizado, a reacdo progride a uma velocidade praticamente
constante, estimada pela inclinacio da reta de regresso. A direita, a
CCR onde os simbolos sdo média + d.p. de triplicatas de V ., sendo

méx '

uma delas obtida das curvas a esquerda.
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Clique ou escaneie o QR Code para acessar o video do capitulo.

IR\


https://www.youtube.com/watch?v=4w02pQ143_Y
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Fabiana Sélos Guerra
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da Dor e da Inflamacgdo

LaFDi

Introducao

O QUE E CULTURA CELULAR?

Compreende um conjunto de técnicas que parte
da remog¢ido de células de fragmentos de tecidos para
um ambiente artificial (7z vitro) e seu crescimento

subsequente.
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PROS E CONTRAS DA CULTURA CELULAR:

Pros
* Redugiao do uso de animais em experimenta¢ao

e As células de uma mesma linhagem celular sao
homogéneas e requerem as mesmas condigoes

para o crescimento, otimizando esse processo

* As células de culturas primarias possuem as mes-

mas caracteristicas dos tecidos de origem

* Permite o estudo de eventos especificos de cada

tipo celular

* O controle experimental nos modelos 77 vitro pode

ser realizado no ambiente extracelular

* Permite monitorar varios elementos e secrecoes,
sem interferéncia de outras moléculas biologicas

que ocortem 77 vivo

Contras

* A remocgao de células de organismo vivo implica
na redugdo ou nao-interferéncia dos tecidos adja-
centes, da comunicacio e sinalizacdo de outros
tipos celulares, hormonios, fatores de crescimento,
estruturas de apoio e varias outras moléculas de

interacao quando no organismo vivo

* E quase impossivel recriar o ambiente equivalente

ao organismo vivo. As condigoes artificiais podem
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levar as células a se comportarem de forma dife-
rente e a produzir outras proteinas que nao produ-

zitiam n vivo

* As linhagens de células permanentes podem ser
provindas de manipulagdo genética que pode alte-
rar as caracteristicas das células dos tecidos de ori-
gem. Sao chamadas de células transformadas.

FATORES QUE INFLUENCIAM O CRESCIMENTO DAS
CELULAS IN VITRO

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

1. A nutrigio celular. Algumas linhagens celulares
possuem necessidades nutricionais especificas,
como hormonios, 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 estao
crescendo (solido, gel, liquido = suspensao)

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

4. A constitui¢do fisico-quimica e fisiolégica do meio.
O pH geralmente diminui a medida que as células
come¢am a metabolizar os substratos disponiveis.
A diminui¢io dos nutrientes e a alteragao do pH

provoca a redugao da viabilidade celular
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5. Constituido da fase gasosa. A pressio de CO, ¢
muito importante para manter o equilibrio acido-

-base e manter o pH ideal para o cultivo celular

6. Temperatura de incuba¢ao mantida em 37°C

Apresentacao dos Equipamentos de Uso no
Laboratério de Cultura Celular

ESTRUTURA DO LABORATORIO
DE CULTURA CELULAR

A estrutura e organizacao do laboratério de cul-
tivo celular deve ser primeiramente dimensionado para o
namero de pessoas que utilizardo a sala.

E imprescindivel a manutencio da temperatura
ambiente através de equipamentos de ar-condicionado
para o bom funcionamento dos equipamentos e o fluxo de
ar nao deve incidir diretamente no fluxo laminar pois pode
haver interferéncia na barreira de ar produzida pelo fluxo

laminar para protecao do material manipulado.

A estrutura basica compreende:

* Area de lavagem de material
* Incubadora para as células (estufa de CO,)

e Equipamento para manipulagdo asséptica (fluxo

laminar)
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* Microscopio para observagao das culturas

* Refrigerador e freezer para manuten¢ao de esto-

ques de reagentes
¢ Centrifuga
* Autoclave para esterilizagao
* Banho-maria
* Bomba de vicuo
* Estufa de secagem de material

* Agua ultrapura

Uso de equipamentos de protecdo individual

Na sala de cultura, os usuarios devem estar paramen-
tados com equipamentos de protecao individual — EPI,
adequados, os quais sao: calga comprida, sapato fechado,
jaleco limpo ou descartavel, luvas de procedimento, além
de outros, quando se fizerem necessarios.

Também devem estar de cabelos presos, sem orna-
mentos como pulseiras, anéis, relogios, e nao devem estar
utilizando cosméticos como maquiagem. Nao ¢ permitido

comet, beber, fumar, no ambiente da sala de cultura.
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Higienizacao e processos de prevencao a con-
taminagao

* Higiene Pessoal — Lavar sempre as maos e higieni-

za-las com alcool 70°GL

e Limpeza do ambiente — O chdo deve ser limpo
com pano umido e nunca varrido para que as par-

ticulas de poeira nao fiquem suspensas no ar

e Limpeza dos equipamentos de trabalho — Os
equipamentos devem ser limpos diariamente
com alcool 70°GL e mensalmente com solucoes

sanitizantes

* Esterilizacio do material a ser utilizado. O mate-
rial a ser utilizado deve ser esterilizado por vapor
umido, como na autoclave, ou por radiagao, como

na luz ultravioleta (UV)

* Cuidados no uso e organiza¢ao dos equipamentos
e sala de cultura — Todo o material a ser utilizado
deve ser limpo e esterilizado com 4lcool 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 o6rgios fornecem as substincias essenciais

para o crescimento e proliferacao 7 vitro

* Sdo ricos em sais minerais, hidratos de carbono,
aminoacidos, vitaminas, proteinas, peptideos, lipi-
deos e acidos graxos. Pode-se também adicionar

soros, tampoes, antibidticos e indicadores de pH
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e A complexidade do meio varia de acordo com o

tipo celular a que se destina

* Propriedades Fisico-quimicas: Normalmente o pH
otimo ¢ de 6,9-7,4. Para compensar a diminui¢ao
do pH gerado pelos metabdlitos do consumo da
glicose, ha a suplementa¢dao do meio com bicarbo-

nato de s6dio e manutencio do nivel de CO,

¢ Acréscimo de fatores de crescimento ou indutores

de diferenciacao celular

* Antibidticos e fungicidas sao utilizados nos meios
de cultura para controle da contamina¢ao micro-
biolégica. Os compostos mais utilizados siao a

estreptomicina e a penicilina

Diferencas na Morfologia celular

FIGURA 2 - Microimagens de células: (A) Linhagem MDA-MB 231,
(B) Linhagem DU 145 (C) Linhagem PC3 e (D) Linhagem A549.
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Células aderidas e células em suspensao

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 estio sendo cultivadas.
As células em suspensao derivam de linhagens que origi-
nalmente nao necessitam de adesao ao substrato para pro-
liferacdo, tais como células hematopoiéticas. Ja as células
aderidas, necessitam ligar-se ao substrato para se dividir
e crescer e esta ligacdo ¢ essencial, uma vez que se estas
células perdem a ancoragem ao substrato, elas param de
proliferar e morrem. Exemplos de células aderidas siao

fibroblastos, células epiteliais, entre outras.

Contaminacao

Contaminagiao microbiana visivel: A mudanca
subita do pH, geralmente uma diminui¢ao com a maioria
infec¢oes bacterianas, faz com que o meio fique amare-
lado e nas contaminagoes por levedura o meio tende a ficar
turvo. Pode também apresentar nebulosidade no meio, as
vezes com uma ligeira pelicula ou espuma na superficie

que se dissipam quando a garrafa ¢ movida.
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Contaminagdao por micoplasma: Detecgio de
infecgdes por micoplasma nao ¢ 6bvia por microscopia de
rotina, que nao seja através de sinais de deteriora¢ao da
cultura e requer colora¢ao fluorescente ou PCR ou ensaio

microbiolégico.

Preparo de equipamentos

e utensilios de uso

O trabalho com culturas celulares requer um
ambiente estéril. A esterilizacido € a destruicao das formas
de vida microbianas.

As formas de esterilizacio do material utilizado

pode ser:
* Calor umido. Por exemplo, a autoclave
* Radiacdo. Por exemplo a radiacio ultravioleta
* Alcool. Por exemplo o 4lcool 70°GL

e FHiltragdo, pelo uso de membranas filtrantes com

poros de tamanho 0,22 pm

Descongelamento de células

Retire o vial de células do galio de N, ou do free-
zer -80°C.

Deixe descongelar em temperatura ambiente.
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Opgao 1: Acrescentar o conteudo 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.

Opgao 2: Acrescentar o conteido 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 sensivel ao cuidado
e olho do cientista. O ideal é conversar com pessoas que
tém experiéncia com uma determinada linhagem ou cul-

tura primaria e observar todas as variagoes 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 ¢ um crioprotetor que
torna a membrana das células protegida dos cristais forma-
dos pela agua 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 ¢
toxico para as células em temperatura ambiente.

Coloque a solu¢ao de células no criotubo devida-
mente identificado o nome das células, data (dia, més e
ano), e o responsavel pelo congelamento.

Armazene as células no freezer -80°C ou no galdo de

nitrogénio liquido.

Passagem ou repique de células

O processo de renovagao ou subcultivo de colonias
de células de uma garrafa é chamado passagem ou repique.
O numero de passagens se refere ao numero de vezes que
essa cultura foi subcultivada ou repicada. Muitas linhagens
continuas sao capazes de manter as caracteristicas iniciais
do tecido original com algumas passagens, enquanto as
células transformadas ou modificadas geneticamente nao
mantém as caracteristicas originais e sio capazes de per-
manecer em cultura por um grande nimero 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 superficie 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 centrifugacao. Centrifugue as células
por 5 min numa velocidade nao 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 avaliagdo da atividade
de desidrogenases mitocondriais. A viabilidade mitocon-
drial e, consequentemente, a viabilidade celular, é entdao
quantificada pela reducao do MTT a MTT-formazan das
enzimas desidrogenases. Dessa forma, a redu¢ao do MTT
a formazan ¢ diretamente proporcional a atividade mito-
condrial e a viabilidade celular.

Para isso, plaquear as células a uma quantidade
conhecida e igualmente distribuida por pogo na placa de
96 pogos. Deixar as células aderirem overnight ou até
alcancarem uma confluéncia 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 concentragoes-teste e incubar a placa na estufa
de acordo com as condi¢oes estabelecidas no protocolo
experimental.

Depois do tempo de incubagao descartar o sobrena-
dante e adicionar 100 uL. de MTT (a 0,5 mg/mL, solugio
preparada com antecedéncia em meio de cultura) por pogo
e incubar por 3 a 4 horas na estufa. Decorridas as horas
de incubacio, descarte o MTT com cuidado e acrescentar
100 pL. de dimetilsulféxido (IDMSO) por poco. Realizar a
leitura de absorbancia da placa em espectrofotometro de

microplacas utilizando filtro de 540 nm.



264 | CURSO PRATICO DE FARMACOLOGIA

Anexo

Cligue ou escaneie o QR Code para acessar o video do capitulo.
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LINKS

Home Page

http:/ /lafdiicbuftj.wix.com/lafdi

Instagram

https://instagram.com/lafdi_uftj

Facebook
https:/ /www.facebook.com/

LaboratorioDeFarmacologiaDaDorEInflamacao/


https://youtu.be/nyfKMAUq5Hs
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editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), foi aprovado por esta comisséo de
ética, em reuniao do dia 28/04/2022.

Finalidade (X) Ensino ( ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do Projeto Até 28/12/2022

Especnellmhagem Mus llus/ Swiss

N° de ani 12 animais.

Pesolidade 25-35g | 6-8 semanas

Sexo Machos e Fémeas

Biotério do Programa de Pos-graduagao em
Origem Fari logia e Q ica Medicinal/ICB - Instituto de
Ciéncias Blomed|cas (ICB), CCS, Interblocos F-G.

Atenciosamente;

Prof. Marcel Frajblat
Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais - CCS

CEUA - UFRJ: Av. Carlos Chagas Filho, 373 Prédio do Centro de Ciéncias da Satide, Bloco K, 2” andar - sala 15 - Cidade
Universitaria - CEP 21941-590 — Rio de Janeiro — Brasil
Tel: (21) 39380992 - https://www.ccs.ufij.br/conteudos/ceua



Curso Pratico de
FARMACOLOGIA UFRJ



A ideia deste e-book nasceu apos mais de uma década
de atividade pratica em modelos farmacologicos
demonstrados, ensinados e compartilhados com alunos
de graduacao de diversas Universidades Brasileiras.
O material redne em 14 capitulos o conteudo do Curso

Pratico de Farmacologia (UFR]).

Além das aulas tedricas, o e-book traz ao final de cada
capitulo QR Code para os videos das aulas praticas,
com o passo a passo para a realizacio dos
experimentos farmacolégicos, i vitro e in vivo.
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