AULA PRÁTICA 2- 27/05/2014

Roteiro de aula prática 

Ensaio de sensibilidade de Leishmania amazonensis a fármacos e observação de tripanossomatídeos não patogênicos ao homem


Parasita: promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269) 

Fármacos: 
1) miltefosina 20 mM em água
2) anfotericina B (Fungizone®) 5,4 mM em água
3) raloxifeno 10 mM em DMSO

Procedimentos já realizados:

Para cada fármaco duas diluições seriadas de de base 2 foram feitas em placas de 96 poços, de forma intercalada. As concentrações mais altas para início das diluições foram as seguintes: 

1) miltefosina: 44 e 30 μM
2) anfotericina B: 0.4 e 0.3 μM
3) raloxifeno: 62 e 46 μM

Cada diluição foi feita em 100 μL de meio M199, como mostrado no desenho da figura 1.

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	A
	M44
	M44
	M44
	M44
	A0.4
	A0.4
	A0.4
	A0.4
	R62
	R62
	R62
	R62

	B
	M30
	M30
	M30
	M30
	A0.3
	A0.3
	A0.3
	A0.3
	R46
	R46
	R46
	R46

	C
	M22
	M22
	M22
	M22
	A0.2
	A0.2
	A0.2
	A0.2
	R31
	R31
	R31
	R31

	D
	M15
	M15
	M15
	M15
	A0.15
	A0.15
	A0.15
	A0.15
	R23
	R23
	R23
	R23

	E
	M11
	M11
	M11
	M11
	A0.1
	A0.1
	A0.1
	A0.1
	R15.5
	R15.5
	R15.5
	R15.5

	F
	M7.5
	M7.5
	M7.5
	M7.5
	A0.075
	A0.075
	A0.075
	A0.075
	R11.5
	R11.5
	R11.5
	R11.5

	G
	M5.5
	M5.5
	M5.5
	M5.5
	A0.05
	A0.05
	A0.05
	A0.05
	R7.75
	R7.75
	R7.75
	R7.75

	H
	NT
	NT
	NT
	NT
	NT
	NT
	NT
	NT
	NT
	NT
	BL
	BL


Figura 1. Estrutura da placa. M: miltefosina; A: anfotericina B; R: raloxifeno; NT: controle não tratado; B: branco

Após a diluição dos fármacos, foram adicionados a cada poço 100 L de promastigotas de L. amazonensis em fase estacionária, ressuspensos em meio M199 para 2107células/mL.
As placas contendo parasitas e fármacos foram mantidas em estufa a 25 °C por 24 h.

A avaliação do efeito dos fármacos será feita de duas formas:
1. Contagem do número de parasitas em cada condição
2. Determinação da viabilidade pelo ensaio de MTT

Contagem de promastigotas em câmara de Neubauer

Materiais necessários:

a) células diluídas em paraformaldeído
b) câmara de Neubauer
c) microscópio óptico 
d) lamínula
e) pipeta e ponteiras 
f) contador de células

A Câmara de Neubauer tem 30 x 70 mm e 4 mm de espessura e duas áreas independentes para contagem (Figura 2).

[image: ]
Figura 2. Câmara de Neubauer

A grade para contagem tem 3 mm x 3 mm e 9 subdivisões (quadrados) de 1 mm. Para a contagem de promastigotas usaremos os quadrados das extremidades, numerados com “1” na figura 3. 
[image: ]
Figura 3. Grade de contagem da câmara de Neubauer.

A lamínula usada tem 22 mm de largura, e é colocada sobre o centro da câmara, cobrindo a área central. A distância entre a base da câmara e a lamínula é de 0,1 mm, o que permite o cálculo do volume na área de contagem.

Contagem:

Procedimentos já realizados:

Promastigotas de L. amazonensis foram previamente diluídos 10x em 4% de paraformaldeído (10 L promastigotas + 90 L 4% paraformaldeído). Esses parasitas estão mortos e podem ser manipulados com segurança.

Atividade a ser feita:

1. Cubram a câmara com a lamínula. 
2. Coloquem a ponteira na pipeta e tomem 10 μL da suspensão de parasitas. Apliquem lentamente o liquido na borda da câmara de Neubauer, em contato com a lamínula, de forma que a entrada se dê por capilaridade, sem formação de bolhas (Figura 4).

[image: ]
Figura 4. Aplicação de células na câmara de Neubauer.

3. Coloque a câmara no microscópio, ligue a luz e focalize até enxergar as células. Localize a área de contagem e nela os quadrados das extremidades (“1” na figura 3), contendo 16 quadrados cada.
4. Inicie a contagem usando um método zig-zag, como mostrado na figura 5.

[image: Camara Neubauer][image: Camara Neubauer]
Figura 5. Método de contagem em zig-zag.

5. Diferentes laboratórios têm protocolos distintos para contagem, mas uma das regras mais usadas é a de contar as células dos limites superior e esquerdo (em preto na figura 5) e não contar as do inferior e direito (em cinza na figura 5).

Façam as contagens dos parasitas presentes nos tubos e anotem os valores na tabela da última folha. Cada amostra deve ser contada 2 ou 3 vezes, por observadores distintos.

6. Calculem a densidade de células, seguindo a fórmula abaixo, e anotem na tabela.

Densidade de células (promastigotas/mL) = número contado  10.000  10

10.000 é a correção do volume do quadrado contado para 1mL e 10 corresponde à diluição usada.

Erros de 20%-30% são aceitáveis por falhas de pipetagem, volume da câmara e questões estatísticas.

Ensaio de MTT

A viabilidade celular será avaliada por MTT (3-[4,5-dimethyl-2-thiazolyl]-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide).
20 μL de MTT (5 mg/mL) foram adicionados a cada poço da placa, que foi incubada por 4 h a 25 °C. 
A reação foi interrompida adicionando-se 80 μL de 10% sodium dodecyl sulfate (SDS) por poço.
A densidade óptica (DO) foi determinada a 550 nm.
Com base na tabela de dados fornecida, realize a atividade solicitada.

Cálculo da Concentração efetiva 50% (CE50)

A CE50 será determinada a partir de curvas de regressão sigmoidal feitas no programa Graph Pad Prism 5.0, seguindo as instruções a seguir.


Construção de Curva de CE50 com o programa Graph Prism 5.0
[bookmark: _GoBack](http://www.graphpad.com/scientific-software/prism/)

Abrir um novo arquivo conforme as setas:
[image: ]

Digitar as concentrações na primeira coluna (X), em ordem decrescente e as DOs ou porcentagens nas demais (A:Y1, A:Y2, A:Y3 e AY4). No controle não tratado, digitar um valor de concentração pelo menos 10 vezes menor do que a menor concentração usada.
Observação: Quando for usar os valores de D.O. do ensaio por MTT, excluir o valor do branco antes.

[image: ]


Para fazer a média das quadruplicatas:

[image: ]

Em seguida:
[image: ]


Para transformar os valores em log:

[image: ]

Em seguida:

[image: ]


Para normalizar os valores de acordo com o controle não tratado:

[image: ]

Em seguida:
[image: ]



Para fazer a regressão não linear:
[image: ]
Em seguida:
[image: ]


Para ver o resultado de CE50 e IC95%:
[image: ]
Para ver a curva de CE50:
[image: ]

Observação de tripanosomatídeos não patogênicos ao homem

Montem lâminas com 10 l das culturas das garrafas A, B, C e D, cobrindo com lamínulas. Observem ao microscópio e desenhem as formas presentes na folha de atividades.
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Contagem de promastigotas
Anote a contagem dos 16 quadrados na tabela abaixo. Essa contagem deve ser repetida por mais um ou dois observadores.
Anote o valor da média das contagens na coluna “média”
Calcule e anote a densidade de células das amostras seguindo a fórmula fornecida no roteiro.

Fármaco: (  ) miltefosina   (  ) anfotericina B   (  ) raloxifeno
	
	1
	2
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Ensaio de MTT
Com base nos dados fornecidos para seu fármaco, construa um gráfico de histograma (média e desvio padrão) mostrando a % de viabilidade em cada concentração de fármaco. A viabilidade 100% corresponde ao número de células no poço sem tratamento, portanto as demais % devem ser calculadas com base na média de células na condição sem tratamento.

Cálculo de CE50
Com base nos valores fornecidos, construa a curva sigmoidal e calcule o valor de CE50 para seu fármaco.


Observação de tripanossomatídeos não patogênicos ao homem

Após análise ao microscópio, desenhe as formas observadas para cada cultura, anotando o aumento usado (objetiva e ocular).
image5.png




image6.png
==

T RIM

Open a file

Column
Grouped
Contingency

Survival

Opened project
Recent project
Saved example

Shared example

Version 5.00 (Til, margo 12, 2007

Available analyses

edgaph  Points only
Subcolumns for replicates o error values

X ertor bar: [7] Enter X eror values ta plot harzartal arr bar

Y: O En

Ok





image7.png
W) File Edt View Inset Change Amange Window Help =
Pism | _Fle | Sheet _|Undo|| Cipboard | _analyss rep ]
L|D-2|e x-‘ -‘x% ke @ Open Prism Help PRfM
HE X w0+ BB | =y Enter search tems
I @ Femiy o X c
&9 Data Tables Doses (miltefosina) Title
g pata1 P X Yl 2 [5E] [
Bﬁgﬂ S 1 m
Ekmpl.?:d 2 e
53 Graphs 3 2
1) Data1 4 15.
& Layouts 5 11
6 7.50
7 5.50
8 0.55|
9
10
1"
12
13
14
15
16
17
18
19
20
2
22
23
L n
[ 4 > & - 8]0]=[1]E] a1 + | Row -, Column RT ‘elected: Rows 500000, Columns 1 EGY





image8.png
GrophPad Prism - Projectl:Data 11 T T T e e i — e e
) Fle-Edit=-Viewsinsert = Change = Arrange == Windows=Help Telx
Prem | Fie | sheet |Undo | Cipbowd | nabyas | Change | Inport Draw| wnie || Text |[ Export | pont [ Send o -
a, D-2|2 el bl ke 3 | i) |8 | 93+ | @ OpenPrsm Hep PRﬁV‘
HE- (X3t (9 B@- e N Erter search tems
& ey ef = Buitin anal < 3
I 559 Deta Tables Doses (miltefosina) iltin analysis Title I
8 Data1 P 3 | ks Anclyze which dota sets? Feva =0 = e vl
2@ 1 . & Transform, Normalize. LeitwaMTT 0.0)
© Projectnfol 5 2 XY analyses
& Results 5 Column analyses
£1E5 Graphs 2 © Grouped analyses
1 Data1 4 5. Thoway ANDVA
uts 5 i
& Loy 5 Contingency table analyses
T Survival analyses
7 5 Simulate and generate
g o Recently used When you anayze tables o raphs with ore
9 than ane data el us tis space o seect
= ‘which da sels)to anayze.
1
12
3
1
15
16
I 7
18 JE
5 (sekctar | [Desectan ]
2
0 Com )
2
5 I





image9.png
GraphPad Prism - Project1:Data el )

) Fle Edt View Insert Change Amenge Window Fielp =
Pism | _Fle | Sheet _|Undo|| Cipboard | analyss rep ]
a, D-&|e 2-|o-lEml e © Open Prm Help PRIM
BE-| X e |- Enter search terms
Famil c B
I & g o Tls = Tile |
Data1 2 5 =53] 2 (54 o | ||
R = a ;
| o Rmhs’“‘ 2 30 0.
£ Graphs I 2 0. .
vt 7 = o5e3 04| | Scope of calculations
& Loyouts 5 ki 0693 0 Cakelate one ttameen o e data bl
& 7 o B Calelate 3 orlmesn for sach dats st
= 5 0760l 04| | caloulate
] 0 0785, o Rowtotdls
5 Row mesns wit SO
= Row mesnswith SEM
o Row mesrs with %0V
Row mediss vith rarge
New graph
Create 3w raph of th resus





image10.png
GraphPad Prism - [Projectl:Row stats of

) Fle-Edit=-Viewssinsert = ChangeArrange == Windows=Help
Pism | Fle | Sheet |Undo| Cipbord | Analyss | Interpret || Change |Drow [ Wite | Text | Export | prnt Send rep ] o
&, -3 2|0 sB0 |k - <o e | & - | @ Open pasm el PRﬁV‘
97 © S e B
& Famiy 5 X I L ¢ D
| &5 0w Taer Doses (mitsfosina) (Butinonsysic ] Tile Tiie
Datal y 3 | which snasis? Anayzs which data sets? = m e D)
28 Info 1 44 = Transform, Normalize. Leitwia MTT [0.0.]
© Projectinfol 2 0.
loo :
Rowstats of Data 1 2 Prune tows
53 Graphs 4 5. Remove baseine and column math
i : . e
7 5. Grouped analyses
8 0. gn"lmgr"cyllahlg analyses ‘When you analyze tables or araphs with more:
9 urvival analyses than one data s, use thisspae o select
Simulate and generate which data set(s) to analyze.
10 Recently used
1
12
13
14
15
16
17
18
20
21 Hep | [ Cancel oK
2
23





image11.png
‘GraphPad Prism - [Project1Row stats of Data 11T e T = e
T File Edit View Inset Change Amange Window Help “IFlx
Prism | Fle | Sheet |[Undo][ Clipboard | Analyss | In Draw || wite Text t|[Send Help. ] eem
B Do izes oo (XD (e 891 8 omremne ]
HE- X 3w (9@ [E analyze] — Erter search tems
|
& Family ¥ X || | Function List | D) £
| 5 Dot Tables Doses (miefosina) endad ucions Title Title
Datal | X I *harmacology and biochemistry transforms E0) N LED E0) N I
F@ue i 4 User-defined X h
@ Projectinfol 2 e
52 Reuls z ) Usercened fuctons
Row stats of Data 1 2.
53 Graphs 1 1. [ interchangs X and Y (then transform as specifid below).
B 5 1 Tartoms vohesusg (ReLeg) <] -
e G e
e 3 Z [ Transfom " vakss wsg [¥-K¢
= 5 SameKorsldsasets K= ||
5 Difeent K forcach ot et
T Dats  [LotwaMTT D.0) - ] (&
1" ‘when itis impossible to tansform a SD or SEM
12 rase SD or SEM.
13 Convert to an asymmetric 95% confidence interval.
14
i Replicate
D eplcates
7 ) Tarstom il Y vaes
5 T he average of epleses
o New oraph
20 ) Creste  new graphof the ress
2
) l
> |





image12.png
GraphPad Prism - [ProjectlTransform of Rowstats of Data 1] L R T T e e
) Fle-Edit=-Viewssinsert = Change - Arrange == Windows=Help =
Pism | _Fle | Sheet _|Undo|[ Cipboard | Analyss | intepret | Change | Draw | write | Text |[Export [t send || rep ] e
&, [ P SN P =T A [0 -|ia | e [ S - | @ Openrombep PRM\A

B x e 0 % (o S oo a T

& Family X — )

| ©& Dstovitn e Doses (mitsosinal| (Bknencbss ] T Tile

&g Data1 X | en s Az which dat sts? = T T =

~Row stats of Data |7 16| [ Transform, Nomalize. LetuaMTT (D.0)
—Transform of Ra 1 Trarsorn
) Data Tables
56 Info B 1 Prune ows
@ Projectinfol 1 1 Remove baseline and column math
L9 2 !
43 o s of |2
- Bwu":l 7 0. Grouped analyses
@ Flosting Nt 5 = Sunival sl Vi et gt e
Simulate and generate which data set(s) to analyze.
10 Recently used
1"
12
13
14
15
16
17
18
20
TR Hep | [ Cancel oK =
2 X=Log(X)
23
Transform of Row stats of Data 1 EGY

d





image13.png
GraphPad Pri

T T e T e

Prism || Fie || Sheet |Undo || Clipboard || Analysis || Interpret || Change |Draw | Write Text
&, D-@|g2@ 2|0 |xa ke 10 - |[ael
HE- | X tens [0+ B Eanalyze| 22 w5 B m -
i X = )
s u e
5@ Data vith Results Doses (miltefosina) i e Title Title
[ Data1 P X Mean Mean SD Mean SD
—Row stats of Data | 1643 0 How is 0% defined?
TSRS 477 0. malst value in each data set
& Data Tables
=g 3 1347 0. st value in each data se (o st whichever s smaler)
@ Projectinor 7 1178 T Remove fom the resuls page:
& Results 5 1041 0 ) v= (00 becomes 0% for al daa sets
28 Graphs S 0.87: 07 How is 100 defined?
7 0.740] 07
argest valie i each detaset
& Layouts 3 020 0
@ Floating Notes astvale i each dataset o s, whichever i lrger)
9 Remove fom the resuls page:
D becomes 1007 for al daa sets
i

) The sum of all vauesinthe data set (cour)

Present results as

) Fractions

ercertages

New graph

[T Create anew graph of the resuits

= o

“Transform of Row stats of Data 1





image14.png
GraphPad Prism - Projectl:Normalize of stats of Data

W) Fle Edt View Insert Change Amenge Window Fielp =
Pism | _Fle | Sheet _|Undo|[ Cipboard | Analyss | intepret | Change | Draw | write | Text [ Export |prnt]_Send | rep ] e
&, D-2|gg 2 |o- b ke L] -| i | &) 3| @ OpenPrsmbep PRM\A
HE- X3 0@ [ nalyee 25 Amwnm_ f Enter search tems
X — C D -
o (s — Tl T
X | riohorosi? Anslyze which data sets? I SD. N Wean SD. |
1 Transtorm, Nomalize. LetwabiTT D.0)
XY analyses

Linear egression
Fit spline/LOWESS

Smooth, diferentiate orntegrate curve
Area under curve

Dering (Model I} neas regression
Column stattcs

Flow means taals

Conelation

1S S S S N G

When you anales tables of graphs with more
than one data se, use this space to select

Column analyses ‘which data ses) o anabze.

Grouped analyses

Contingency table analyses

Survival analyses

Simulate and generate

Recently used

SelectAl | [ DesslectAl

o) [ oo o

Normalize of Transform of Row stat v | Nomaiized data

e - .





image15.png
GraphPad Pri

T T e T e

[ Interpolate unknowns from standard curve. Confidence interval: | None.

Pram | Fie | sheet |Undo | Cipbowd | Anayas =
&' O-2lew 2o esa |ve Parameters: Nonlinear Regression PRW
HE- | X tens [0+ B Eanalyze| 25 - I
| Conpate] Consiai | Weigts | inkavates | Farge | Outpa | Digristes
. X c D
[ ith Results & Doses (miltefosina] | | Choose an equation Title Tile
121 o || [ Roconty used 3 e | 5 o 5
—Rowstatsof Data 1 T 1
- Testom o o satsof ot i Sesiods st
" Normaize.
CE= ol E) 1 First order polynomial (straight ine)
bles 1 Exponential growth equation
1 Asyrmet five paramete]
jectinfo 1 5 1 EC50 shift 3
3 0. Dose-response - Stimulation v
Dose-response - Intibition
" g o Dose-respanse - Special
8 0. Binding - Saturation
9 Binding - Competitive
g Notes 10 Binding - Kinetics
Enzyme kinetics
1" Exponential
12 Lines
= Polpnonial g
14 A is not already the log of dose, go back and transform your data.
The'¥ valaes o th cuvs g0 rom 100 down 00
15
16 lolinibitor vs. nomalized response - Variable slope @ Leam about this equation
o Fitting method
Least squares (ordinary) fit ‘Automatic outlier elimination
Interpolate

Lean | [ Cancal | [0k





image16.png
GraphPad Prism -

W) Fle_Edt _View Inset_Change Arange Window Help

[ = [N

Prism || Fie || Sheet ||Undo || Cipboard | Analysis | Interpret | Change  |[Draw| write || Text Help.
&, O-3|2® 2| |80 v @ Open Prism Help
HE- X w9 @ - =) - a X2 X, Erter search tems
5@ Data vith Results Leitura MTT (0.0) | Tile Title Title Title
[ Data1 P Y Y Y Y Y
1_[log(inhibitor) vs. normalized response — V|
2 [Bestit values
3 | LoGICs0 1325
4 | HILSLOPE 6801
56 Info 5 | ics0 2115
@ Projectinfol 6 [Std. Emor
2 Results 7 | LoGICs0 001438
oa E'l’)':al 8 | HILSLOPE 1487
) Normalize of Transform of Row stats| |_2_|96% Confidence Intenals
& Layouts 10 | LOGIC&0 1296 t0 1355
& Floating Notes 11 | HILLSLOPE 983710 3.764
12| 1cs0 197710 2263
13 [Goodness of Fit
14 | Degrees of Freedom 30
B R 09218
16 | Absolute Sum of Squares 4266
7| syx 11.92
18 [Number of points
19 | Analyzed 2
2
2
2
5 5
= t
‘ i DI = 3
[4» I (i} L[] Noniin fit of Normalize of Transforr + | Table of resuts VIVO INTERNET

Acesso d Intemet




image17.png
GraphPad Prism - [ProjectL}

W) Fle_Edt View InsetChange Arange Window Help

Stats.

& Data Tables
56 Info

@ Projectinfol
& Results
6 Graphs

Dato1

& Layouts
& Floating Notes

Row stats o Data 1

Normalize of Transform of Row stats|

(4> & s-d

© =1 Normalize of Transform of Row stat v

= e

Normalize of Transform of Row stats of Data 1

150.

% Survival
g B

0.0

0.5 1.0 15
Log drug concentration (M)

20

Priom | _Fle | Undo | Cipbomrd | anabss Text [ Export |prnt]_Send |
&,Dvi (AN =R 74 ) -@Boewmm
H | X senens el |z -| baF | G| || Enterseschiems| @
@ Family
@ Data with Results
58] Data1

> | fm





image1.png
Upper chamber

lower chamber




image2.png




image3.png




image4.png




