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Padronizacdo da Técnica para deteccdo de células senescentes proliferativamente
através da atividade enzimatica da B-galactosidase em tecido adiposo branco.
Helena Trevisan Schroeder!, Paulo lvo Homem de Bittencourt Jinior*
YInstituto de Ciéncias Bésicas da Satde UFRGS

Introducédo: O tecido adiposo branco (TAB) tem uma grande relagdo com o metabolismo
energético, sendo também secretor de hormonios que podem agir na sinalizacdo de fome e
saciedade, bem como modular a resposta imune por liberacdo citocinas pro-inflamatdrias.
Essas acOes sisttmicas do TAB sdo acentuadas na obesidade, patologia que hipertrofia do
TAB associada a infiltragdo de macréfagos inflamatorios. No meio intracelular, ocorre
acumulo de acidos graxos, aumento de sinalizacdo externa e disponibilidade de nutrientes,
incrementando a producdo proteica. I1sso gera estresse de reticulo endoplasmatico, que, de
forma inicial, seria resolvido por uma resposta a proteinas desdobradas (UPR), mas que,
cronicamente, ndo pode ser resolvido e guiara a célula para a via de senescéncia proliferativa.
Esta senescéncia te um perfil proprio de secrecdo (SASP) que influenciard na disseminacéo de
senescéncia a outras células e tecidos. Um marcador de senescéncia celular é a atividade da
enzima [-galactosidase em pH 6,0, pela incubacéo do tecido ou célula com o substrato X-Gal,
que, apoés clivagem, forma um precipitado azul dentro da célula.

Objetivo: Padronizar a técnica para deteccdo da atividade enzimatica da -galactosidase em
TAB de camundongos de linhagem C57BL/6J.

Metodologia: Foi utilizado TAB de camundongos C57BL/6J, divididos em grupo controle e
obesos (14 semanas de tratamento com dieta hiperlipidica, HFD). Foram realizadas medidas
de indice de massa corpdrea, peso inicial e final dos animais e massa do tecido adiposo
extraido. A incubacdo dos tecidos nos tempos de 10, 12 e 18 h com o substrato X-Gal em
tampdo citrato-fosfato, pH 6,0, para determinacdo de melhor tempo de incubacdo. O
congelamento em meio de inclusdo para criostato em Isopentano e nitrogénio liquido e
posterior cortes de 20, 30, 50 e 100 um para determinacao de espessura adequada para analise
microscopica, adesdo a lamina e contracoloracdo com Oil Red O ou Hematoxilina para
determinacéo de corante ideal a microscopia de luz.

Resultados: Os animais dos dois grupos partiram de pesos inicias sem diferenca estatistica,
mas apos o tempo de dieta o grupo obesidade apresentou indice de massa corporea final maior
que seus controles e os tecidos adiposos extraidos apresentaram volume quatro vezes maior,
mostrando a eficiéncia do tratamento. O tempo de incubacdo enzimatica maior de 18 h ndo se
demonstrou eficaz, pela ndo manutencdo do pH em 6,0, apesar de demonstrar a mesma
intensidade de cor obtida por 8 e 10 h de incubacdo. Cortes em 10 e 30 um apresentaram
extravasamento do contetdo intracelular, ndo podendo ser utilizados para esta técnica. Cortes
com 100 um apresentara grande sobreposicdo de células, dificultando a visualizacdo em
microscopia de luz, ja a espessura de 50 um foi apropriada para a visualiza¢do do precipitado
dentro da célula.

Conclusdo: Observou-se que o tempo de incubacdo ideal para medida de atividade
enzimatica ficou entre 8 a 10 h. A melhor espessura dos cortes dos tecidos ficou em 50 uym e a
coloracéo por Oil Red O foi a ideal como corante de fundo, padronizando-se a técnica.
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