AULA PRATICA - 13/06/2017

Roteiro de aula pratica
Ensaio de sensibilidade de Leishmania braziliensis a farmacos

Parasita: promastigotas de Leishmania (Leishmania) braziliensis.
Isolados clinicos recuperados de pacientes com leishmaniose cutanea
e a cepa referéncia MHOM/BR/1975/2903.

A. Observe uma cultura de Leishmania (L.) braziliensis viva em
microscopio invertido.

B. Ensaio

Para cada farmaco, diferentes doses foram adicionadas em
placas de 96 pogos em um volume final de 100 pL de meio M-199.

Foram entdo adicionados a cada poco 100 uL de promastigotas
de L. braziliensis em fase estacionaria, ressuspensos em meio M199
para 2x10°células/mL. As placas contendo os parasitas em presenca
dos farmacos foram mantidas em estufa a 25 °C por 24 h.

Ensaio de MTT

A viabilidade celular foi avaliada por MTT (3-[4,5-dimethyl-2-
thiazolyl]-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide). 30 pL de MTT (5
mg/mL) foram adicionados a cada poco da placa, que foi incubada por
4 h a 25 °C.

A reacao foi interrompida adicionando-se 50 pL de 20% sodium
dodecyl sulfate (SDS) por pogo.

Para a determinacao da densidade éptica (DO), a absorbancia
dos pocos foi determinada nos comprimentos de onda de 595 e 690
nm.

Nas tabelas se encontram os valores de DO obtidos em
experimentos previamente realizados no laboratério. Os experimentos
foram realizados em triplicata para cada concentracao.

Além disso, temos também o valor do branco (apenas meio de
cultura, sem parasitas ou fdrmaco), o qual deve sempre ser descontado
dos valores de DO medidos, a fim de excluir a influencia da coloragao
do meio de cultura no experimento.

Lembrando que os valores de DO dos parasitas sem droga serao
considerados como o 100% de sobrevivéncia (ou 0% de morte), ja a
maior concentracdo de farmaco pode ou ndo ser o 0% de sobrevivéncia
(ou 100% de morte), vai depender do seu farmaco e do seu parasita.

ATIVIDADE:



Calculo da Concentracgao efetiva 50% (CEso)

A CEso sera determinada a partir de curvas de regressdo sigmoidal
feitas no programa Graph Pad Prism 7.0, seguindo as instrucdes a
seguir.

Construcao de Curva de CEso com o programa Graph Prism 5.0

Abrir um novo arquivo conforme as setas:
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Digitar as concentragdes na primeira coluna (X), em ordem crescente
e as DOs ou porcentagens nas demais (A:Y1, A:Y2 e A:Y3).

No controle nao tratado, digitar um valor de concentragao pelo menos
10 vezes menor do que a menor concentragdao usada. Isso porque
teremos que calcular o Log das concentragoes, e nao existe log de zero.
Observacao: Quando for usar os valores de D.O. do ensaio por
MTT, excluir o valor do branco antes.
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Em seguida:
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Para normalizar os valores de acordo com o controle nao tratado:
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Em seguida:
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Para transformar os valores em Log(X):
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Para ver o resultado de CEsg e IC95%:
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Para ver o grafico:
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Olhem atentamente para o grafico, percebam a distribuicao dos
pontos ao longo da curva, essa curva esta boa?

Agora olhem a janela na qual foi calculada a média dos valores
e desvio padrao, qual concentracao equivale a EC50 (DO seria
metade do valor do nao tratado)? Isso bate com os dados calculados
no progama?



Para calcular a CEgo:

Primeiramente retornar a aba da transformacao para Log(X) para o
programa saber que é em cima destes dados que fara a nova analise.
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Em seguida:

Encontrar a opgao “FindECanything” que como o nome sugere, te
permite encontrar qualquer EC.
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Em seqguida:

O programa te pedira um valor de F. Se vocé quer achar a ECoo vocé
devera preencher esse valor com o numero 10. Isso porque o
programa |é esse F como porcentagem de sobrevivéncia, logo se vocé
guer encontrar a concentracao que mata 90% dos parasitas (10%
sobrevivem) vocé deve preencher o valor de F com 10.
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e Atencdo: E sempre muito importante ver se os valores que o programa
te deu fazem sentido. Nao tem como, por exemplo, seu valor de ECgo
ser menor que o de ECso em uma curva dose resposta. Analise sempre
criticamente os resultados do programa.

Para ver o resultado:
O programa chamara a EC que vocé quis calcular de ECF. Vocé vera que néo

apareceu um novo grafico, isso porque é a mesma regressao, vocé sé pediu
para ele te mostrar um ponto diferente do grafico.
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Para ver os dados obtidos em um formato diferente de grafico, como o
histograma:
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Em seguida:
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Para visualizar:
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Anote os dados obtidos no word e exporte o gréafico, isso pode ser feito no
botdo da barra de tarefas do prisma indicado na figura acima. E possivel brincar
com as cores, preenchimento e legendas também. Caso queira modificar um
grafico que ja esta no word (que foi exportado clicando no botédo indicado) basta
clicar duas vezes nele. O prisma abrird automaticamente e apés fazer as
alteracdes e fechar o programa sua imagem sera alterada no proprio word!! ©

Os dados que vocés receberam sado reais. Estes parasitas foram
recuperados de pacientes com leishmaniose cutédnea e possuem sensibilidades
diferentes, principalmente & miltefosina. Vocés podem tentar comparar os dados
obtidos com os demais grupos ou até mesmo fazer mais de um dado, caso
tenham curiosidade.



AULA PRATICA - 13/06/2017

Grupo:

QNG RIWINE

Dados: ( ) M2903 - Miltefosina ( ) Isolado A - Miltefosina
( ) Isolado B - Miltefosina ( ) Isolado C - Miltefosina
() M2903 - Anfotericina ( ) Isolado A - Anfotericina
( ) Isolado B - Anfotericina ( ) Isolado C - Anfotericina

Ensaio de MTT

Com base nos dados fornecidos para seu(s) farmaco(s), construa um
grafico de histograma (média e desvio padrao) mostrando a % de
viabilidade em cada concentracdao de farmaco. A viabilidade 100%
corresponde ao numero de células no poco sem tratamento, portanto
as demais % devem ser calculadas com base na média de células na
condicao sem tratamento.

Calculo de ECso
Com base nos valores fornecidos, construa a curva sigmoidal e
calcule o valor de ECsp para seu farmaco.

Calculo de ECgo
Com base nos valores fornecidos, construa a curva sigmoidal e
calcule o valor de ECqp para seu farmaco.

Discussao

Compare os resultados obtidos para as duas condicdes que seu grupo
recebeu (diferentes isolados com um mesmo farmaco ou mesmo
isolado com farmacos distintos) e discuta os motivos para as
diferencas observadas, se houver.



