Estudo da expressao do gene para a Lipase de Triglicerideos de Tecido Adiposo (ATGL)
utilizando como modelo o nematodeo Caenorhabditis elegans.
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Projeto AGES

Uma das consequéncias do estilo de vida moderno € o aumento da incidéncia de obesidade em humanos, fato que € de importancia para a
area da saude, devido ao grande numero de doencas associadas a essa condicdo, e para a economia, uma vez que eleva os gastos
governamentais com saude publica.Para compreender a patofisiologia obesidade, € necessario entender os mecanismos envolvidos no
armazenamento e na mobilizacao de triglicerideos (TG) no organismo. Recentemente, uma nova lipase que atua sobre triglicerideos foi
identificada. Denominada de lipase de triglicerideos de tecido adiposo (ATGL), esta enzima media a remocao de um acido graxo da molecula de
TG gerando um acido graxo livre e um diglicerideo. Neste contexto, este trabalho tem como objetivo estudar a expressao do gene para a lipase
ATGL no organismo modelo Caenorhabditis elegans alimentado com dietas normo (linhagem BW25113, selvagem para o acumulo de glicogénio) e
hipercalorica (JW3394-1, hiperacumuladora de glicogénio) e de manutencéo de linhagem (OP50, dieta de manutencao de linhagem) por meio da
tecnica de RT-PCR semi-quantitativo. Para efetuar este estudo, se fez necessario também o desenvolvimento de um protocolo de sincronizacéo,
cultivo e alimentacao para o organismo.

MATERIAIS E METODOS

12 ETAPA: cultivo e inativacao de células de E. coli

OP50 BW25113
Meio LB Meio M9

JW3394-1
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Meio M9
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24 h - 37° C - sob agitacao
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INATIVACAO CELULAR
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Etanol absoluto — 30 min

l

Contagem e armazenamento de células

22 ETAPA: cultivo e sincronizacao de C. elegans

C. elegans

1

Meio NGM sdlido 48 h
Protocolo de limpeza de placa
Ovos
1 2 dias —25°C
Sob agitacéao
NGM liquido Sem alimentacgéo

32 ETAPA: alimentac¢ao de C. elegans com trés diferentes dietas
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C. elegans + JM
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1: 10%

4 dias - 25° C - sob agitacao

1

Obtencao dos organismos

para uso na etapa 4.

42 ETAPA: protocolos de biologia molecular
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RESULTADOS

Os dados preliminares revelam que o protocolo de alimentacao e cultivo
dos organismos para obtencao do RNA é efetivo para os fins aos quais se
propde, sendo que foi possivel obter RNA de qualidade nas trés diferentes
condicOes testadas.
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FIGURA 1: Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR dos cultivos de C. elegans alimentado com
as linhagens OP50 (A), BW25113 (B) e JW 3394-1 (C). As bandas a esquerda do marcador de peso
molecular correspondem a amplificacdo de ATGL e as bandas a direita correspondem a Actina a.

O valor de expressao relativa de ATGL no ensaio com a linhagem OP50
mostrou-se maior que o observado no ensaio com a linhagem BW 25113.
Porém, a analise estatistica dos resultados revelou que nédo ha diferenca
significativa entre os valores. A expressao do gene em estudo se mostrou
iInferior aos dois tratamentos no ensaio com a linhagem hipercalorica, porém,
também sem diferenca estatistica devido ao elevado valor do desvio padrao
(Figura 2).

A nao observacéo de diferenca estatistica nos niveis de expressao entre a
dieta normocaldrica e a hipercaldrica nao esta em conformidade com os dados
observados na literatura. Esta aponta que valores baixos de expressao para
ATGL sao esperados guando a quantidade de calorias na dieta é alta e o
contrario se observa para altos niveis de calorias. Desta forma, o experimento
com a linhagem JW 3394-1 sera repetido para a confirmacao dos dados.
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FIGURA 2: Valores de expressao relativa de ATGL
de C. elegans alimentado com as linhagens OP50,
BW25113 e JW 3394-1.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados parciais, conclui —se que:

-a metodologia empregada na obtencao do RNA de C. elegans é efetiva para os
fins que se propoe;

- 0S niveis de expressao relativa do gene em estudo se mostraram maiores no
experimento com a linhagem OP50, seguidos pela linhagem normocaldrica e
pela hipercalodrica, porém, sem diferenca estatistica;

PERSPECTIVAS

- Confirmar os dados do experimento utilizando a linhagem hipercalorica JW
3394-1;

-Determinar, nas trés condicOes testadas, os niveis de deposicao de lipideos no
organismo modelo utilizando um corante lipofilico e microscopia de
fluorescéncia.



