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Apoio financeiro:

Padronização da Técnica para detecção de células 

senescentes proliferativamente através da atividade 

enzimática da β-galactosidase em tecido adiposo branco.

OBJETIVOS

A padronização da técnica para detecção de células senescentes através da atividade enzimática da β-Gal em tecido adiposo branco foi

realizada em um modelo animal de obesidade bem consolidado e que respondeu como o esperado. O objetivo deste trabalho foi alcançado,

visto que a literatura não apresenta protocolos reprodutíveis desta técnica para tecido adiposo integro. A padronização desta técnica também

permitiu que se determinasse o melhor tempo de incubação da enzima com o substrato para obtenção do precipitado intracelular azul (entre 8

e 10 horas), bem como a espessura ideal do corte (50 µm) e a coloração de fundo pra corar o citosol (Oil Red O), tornando-se um método

barato e reprodutível para ser utilizado em estudos metabólicos como a obesidade e a senescência celular.

Padronizar a técnica para detecção da atividade ótima da enzima beta galactosidase em tecido adiposo branco de camundongos C57BL/6J.

extravasadoextravasado

extravasado;

O tecido adiposo branco (TAB) tem uma grande relação com o metabolismo energético, sendo também secretor de hormônios que podem agir na

sinalização de fome e saciedade, bem como modular a resposta imune por liberação citocinas pró-inflamatórias. Essas ações sistêmicas do TAB são

acentuadas na obesidade, patologia que hipertrofia do TAB associada à infiltração de macrófagos inflamatórios. No meio intracelular, ocorre acúmulo

de ácidos graxos, aumento de sinalização externa e disponibilidade de nutrientes, incrementando a produção proteica. Isso gera estresse de retículo

endoplasmático, que, de forma inicial, seria resolvido por uma resposta a proteínas desdobradas (UPR), mas que, cronicamente, não pode ser

resolvido e guiará a célula para a via de senescência proliferativa. Esta senescência te um perfil próprio de secreção (SASP) que influenciará na

disseminação de senescência a outras células e tecidos. Um marcador de senescência celular é a atividade da enzima β-galactosidase em pH 6,0, pela

incubação do tecido ou célula com o substrato X-Gal, que, após clivagem, forma um precipitado azul dentro da célula.
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HFD DIETA  HFD (% cal)

58,0% GORDURA

25,6% CARBOIDRATO

16,4% PROTEÍNA

DIETA  PADRÃO (% cal)

11,4% GORDURA

62,8% CARBOIDRATO

25,8% PROTEÍNA
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RETIRADA E PESAGEM DOS 

TECIDOS:

-ADIPOSO RETROPERITONEAL

-ADIPOSO EPIDIDIMAL

*PESAGEM DOS ANIMAIS

ÍNDICE DE LEE DOS ANIMAIS *

*

(³√peso do animal (g))x 1000

comprimento naso-anal (cm)

0,001% de substrato X-Gal

Tampão citrato-fosfato 42 mM em pH 

6,0 

Incubação 8, 10 e 18 horas a 37ºC 

dentro de estufa em câmera úmida. 

O congelamento é realizado em meio de 

inclusão (Tissue Tech®), em barquinhas de 

papel alumínio mergulhadas em suporte 

metálico com isopentano, em contato com o 

nitrogênio líquido.

Cortes de 10, 30, 50 e 100 m

Coloração por Oil-Red O

15 min em solução a 0,2% de 

Vermelho Sudan III em

Álcool 70%,  sem enxague.

Coloração por Hematoxilina de 

Harris

1 min em solução a 0,5% de 

Hematoxilina

com duas lavagens consecutivas 

em água destilada.
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