GD IV - MATERIAL COMPLEMENTAR

Glossário para leitura do artigo “Manipulation of host hepatocytes by the malaria parasite for delivery into liver sinusoids” de Sturm et al. (2006)

MARCAÇÃO DE CÉLULAS APOPTÓTICAS POR ANEXINA V. Esta técnica é destinada a detecção de apoptose em vários tipos celulares, pela dosagem de fosfatidilserina (PS). PS é predominantemente observada na superfície interna da bicamada lipídica, voltada para o citosol. Nas células no início da apoptose, onde a membrana celular ainda permanece intacta mas sofre uma desorganização, a PS é translocada para a superfície exterior da bicamada. O aparecimento de PS na superfície celular é reconhecido pelos fagócitos, que captam este sinal e removem a célula que sinalizou seu “suicídio” ao ambiente. Anexina V é uma proteína que se liga a fosfolipídeos e possui alta afinidade por PS na presença íons de cálcio. Mudanças nesta assimetria da membrana, que é analisada através da medição da aderência de Anexina V à membrana celular, podem ser detectadas antes das alterações morfológicas associadas ao início da apoptose e antes da perda da integridade da membrana. Ao conjugar a Anexina V ao FITC (Isotiocianato de fluoresceína) é possível identificar e quantificar as células apoptóticas em citometria de fluxo. 
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MARCAÇÃO DE CÉLULAS NECRÓTICAS/MORTAS COM IODETO DE PROPÍDIO. O marcador nuclear fluorescente Iodeto de Propídio (PI) é utilizado para distinguir células apoptóticas de células necróticas.O iodeto de propídio é uma molécula que se intercala em qualquer DNA, desde que a membrana celular esteja permeável. Tal propriedade deve-se ao fato de que marcadores de DNA de elevado peso molecular, como o PI, não são passíveis de penetrar na célula intacta em decorrência do seu tamanho, bem como não marcam células apoptóticas sem que estas apresentem alterações na permeabilidade da membrana plasmática, como ocorre nos estágios finais da apoptose. Desse modo, corar células simultaneamente com Anexina V-FITC (fluorescência verde) e com o corante PI (fluorescência vermelha) permite a discriminação de células intactas, viáveis (FITC - PI -), no início de apoptose (FITC + PI -) e células tardiamente apoptóticas ou necróticas (FITC + PI +).
       Marcação de células com Anexina V-FITC e 
    Iodeto de Propídio: 
MARCAÇÃO DE CÉLULAS APOPTÓTICAS POR TUNEL. A técnica de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling assay) avalia a estrutura da cromatina e integridade do DNA das células, detectando com confiabilidade fragmentações de DNA em amostras. Baseia-se na incorporação de nucleotídeos (d-UTP = 2’-desoxiuridina 5’ trifosfato) marcados com o corante fluorescente FITC (Isotiocianato de fluoresceína) na região livre 3’OH das quebras do DNA fita simples ou fita dupla. Esta reação é catalisada por uma enzima denominada terminal deoxynucleotidyl transferase que irá polimerizar os nucleotídeos modificados nas regiões de fragmentação do DNA. A incorporação de d-UTP fluoresceína é então amplificada por várias reações enzimáticas secundárias e mensurada por microscopia de fluorescência ou por citometria de fluxo. As células são identificadas como TUNEL positivas (DNA fragmentado), por causa da presença de coloração verde do corante FITC, ou TUNEL negativas (DNA íntegro), de acordo com a presença de coloração azul, por causa da contra-coloração com o corante fluorescente genômico Hoechst 333342.

IMUNOFLUORESCÊNCIA. É uma técnica que permite a visualização de uma proteína específica ou antígeno em células ou tecidos através da ligação de um anticorpo específico quimicamente conjugado com corante fluorescente, que absorve luz e a emite em um determinado comprimento de onda. Os fluorocromos mais utilizados em técnicas de imunofluorescência são FITC (Isotiocianato de fluoresceína) e rodamina. Os fluoróforos depois de exicitados por um comprimento de onda específico emitem fluorescência a um comprimento de onda superior. Existem dois principais métodos de imunofluorescência: direto e indireto (ilustrado abaixo).
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(Crédito das imagens: Male et al. Immunology, 7th edition, 2006; disponível em: <http://pathmicro.med.sc.edu>)

DETECÇÃO DE CÁLCIO EM CÉLULAS PARASITADAS USANDO FLUO-4/AM. Este método usa um indicador fluorescente para quantificar a concentração intracelular de Ca2+ (entre 100 nM a 1 μM), emitindo cor verde nas células vivas. É também usado para screening de receptores ligantes e de Ca2+ permeável aos canais iônicos. Sua parte não-fluorescente – aceto-metil-éster (AM) – é captada no interior da célula deixando o fluo-4 livre para ligar-se ao Ca2+ intracelular. A fluorescência pode ser captada por citometria de fluxo, microscopia confocal de varredura a laser e espectrofluorimetria.

DETERMINAÇÃO DO POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL. A determinação do potencial de membrana é amplamente utilizada para a caracterização do metabolismo celular, viabilidade e apoptose em vários modelos celulares. Vários tipos de sondas moleculares indicadoras e outros métodos têm sido utilizados para estimar o potencial elétrico através da membrana mitocondrial interna. Muitas destas sondas podem ser classificadas como marcadores lipofílicos catiônicos ou "corantes de redistribuição". As principais mudanças nas propriedades fluorescentes destes indicadores no acúmulo mitocondrial incluem uma supressão de fluorescência e um desvio para o vermelho no comprimento de onda de excitação máxima e energia de emissão. Devido a essas alterações, o grau de acúmulo de corante mitocondrial pode ser determinado através do monitoramento da fluorescência. Esses compostos acumulam na matriz mitocondrial devido a sua carga e solubilidade tanto na membrana interna da mitocôndria quanto no espaço da matriz. Portanto, este método tem a sua fundação na quantificação da distribuição de um indicador através da membrana mitocondrial, e a fluorescência decorrente desse acúmulo corresponde ao potencial de membrana. O marcador trimetilrodamina etil éter (TMRE) tem um caráter hidrofóbico reduzido e exibe menores ligações potencial-independentes às células do que outras rodaminas. O TMRE tem sido descrito como um bom marcador fluorescente para medição de potencial de membrana em células vivas. A leitura de fluorescência é feita por microscopia de fluorescência, na qual um software capta as imagens e faz a análise.
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