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Resumo

Os recetores olfativos (ORs) sao proteinas transmembranares, associadas a proteina G e que
funcionam, no epitélio olfativo, como quimiosensores para a detecao de odores. A capacidade
do sistema olfativo para detetar um vasto universo de compostos quimicos depende, em larga
medida, do fato de existirem cerca de 1000 genes de ORs no genoma dos mamiferos. No
epitélio olfativo, a informacao sobre os odores, recebida por esta multiplicidade de ORs, é
canalizada apenas por uma via de sinalizacdo. Quando a molécula de odor se liga ao OR, este
ativa um tipo especifico de proteina G, a proteina G olfativa trimérica (Golf), a qual por sua
vez ativa a isoforma olfativa da adenilato ciclase (AC3), resultando num aumento de
Adenosina Monofosfato Ciclica (cAMP). Um dos alvos do cAMP é um canal cationico que,
quando aberto, permite um influxo de ides sodio (Na*) e ides calcio (Ca**) no cilio, resultando
numa despolarizacdo da célula. Tanto a AC3 como a Golf e o canal catidnico sao constituintes
obrigatorios da maquinaria olfativa. Ja foram descritas algumas situacdes, em que os ORs tém
funcoes quimiosensoriais, fora do epitélio olfativo nomeadamente no esperma, placenta e
rim. Com este projeto, pretendeu-se saber se as vias de sinalizacao dos ORs sao usadas pelas
células intestinais de forma a responder a alteracdes no lUmen do trato gastrointestinal. O
estudo da expressao a nivel do mRNA, foi desenvolvido por RT-PCR e a analise da expressao
das proteinas por Western Blotting e Imunohistoquimica. Os principais constituintes da via
olfativa foram identificados no intestino: os ensaios de Western Blot e Imunohistoquimica
mostraram a presenca dos recetores olfativos (OR19, OR63, OR600, OR620/624 e OR1496), a
adenilato ciclase tipo 3 (AC3) e a subunidade a da proteina G especifica do olfato (Gaolf). Os
estudos de RT-PCR, embora ainda em curso, mostraram a presenca de mRNA de genes que
codificam para recetores olfativos e para a Goolf. Os resultados obtidos neste projeto
experimental sugerem que a cascata de sinalizacao da transducao olfativa pode estar ativa no
intestino, uma vez que as varias proteinas que a constituem se encontram expressas neste
tecido. Esta via pode regular a motilidade do intestino e funcionar como um detetor de
moléculas quimicas solUveis que se encontrem no lUmen intestinal, induzindo respostas

celulares de acordo com as necessidades fisiologicas.
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Abstract

Olfactory receptors (ORs) are transmembrane proteins associated with G protein involved in
recognition and transduction of odorant stimuli. The ability of the olfactory system to detect
a broad universe of chemical compounds depends largely on the fact that there are about
1000 genes in the ORs mammalian genome. In the olfactory epithelium, the information about
odors, received by this plurality of ORs is channeled only through a signaling pathway. When
the OR binds to the odor molecule, it activates a specific type of G protein, the specific
olfactory trimeric G-protein (Golf), which in turn activates adenylate cyclase olfactory
isoform (AC3), resulting in an increase in Adenosine Monophosphate Cyclic (cAMP). One of the
targets of cAMP is a cation channel which, when opened, allows an influx of sodium ions (Na*)
and calcium ions (Ca?") in the cilia, resulting in depolarization of the cell. Both the AC3 as the
Golf and the cationic channel are mandatory components in the olfactory machinery.
Olfactory-like chemosensory signaling occurs outside the olfactory epithelium, in other tissues
where it also monitors the composition of fluids, in particular sperm, placenta, and kidney.
So, with this project, we sought to know whether the olfactory signaling pathways are used
by intestinal cells to respond to changes in the lumen of the gastrointestinal tract. The RNA
analysis was performed by conventional PCR, and protein analysis by Western Blotting and
Immunohistochemistry. We found that major components of olfaction, including olfactory
receptors (OR19, OR63, OR600, OR620/624 e OR1496), olfactory-related adenylate cyclase
(AC3) and olfactory G protein (Gaolf), are expressed in the rat bowel. These results suggest
that olfactory-like chemosensory pathway might be active in bowel and could function as
regulator of intestine motility and as a detector of soluble chemical molecules in intestinal

lumen, therefore inducing several cellular responses, according to physiological needs.
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1.1 Sistema Digestivo - trato gastrointestinal

Os alimentos que ingerimos contém uma diversidade de nutrientes que sao utilizados na
construcao de tecidos corporais, bem como na sua manutencao e reparacao quando lesados.
Os alimentos sao, também, fundamentais para a vida uma vez que se tratam da nossa Unica
fonte de energia quimica. Contudo, a maioria dos alimentos que ingerimos consistem em
moléculas demasiado grandes para serem, imediatamente apo6s a ingestao, usadas pelas
células. Assim, os alimentos tém que ser transformados em moléculas mais pequenas,
processo designado digestao, para que possam ser absorvidas e entrar para o interior das

células (Gerard J. Tortora, Bryan Derrickson, 2009).

O sistema digestivo permite, ainda, a absorcdo de agua, vitaminas e minerais e a eliminacdo

de residuos resultantes do metabolismo (Gerard J. Tortora, Bryan Derrickson, 2009).

0 sistema digestivo ou sistema gastrointestinal é um sistema tubular composto por dois grupos

de o6rgaos (figura 1): o trato gastrointestinal (TGIl) e os orgaos digestivos acessorios.

O TGl ou canal alimentar & um tubo continuo que se estende desde a boca até ao anus,
atravessando as cavidades toracica e abdominopélvica. Os érgaos do TGl incluem a boca,
faringe, esofago, estdomago, intestino delgado e intestino grosso. Por outro lado, do grupo dos
orgaos digestivos acessorios fazem parte os dentes, lingua, glandulas salivares, figado,
vesicula biliar e pancreas. Existem, ainda, outros orgaos digestivos acessorios, responsaveis
pela producdo e armazenamento de secrecées que chegam ao trato gastrointestinal através
de dutos; estas secrecdes auxiliam na modificacdo quimica dos alimentos (Gerard J. Tortora,

Bryan Derrickson, 2009).

and

(salivary gland)

Submandibular gland
(salivary gland)

Esophagus

Liver Stomach
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Pancreas
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Ceacun \n'. . Rectum
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Figura 1. Orgaos do Sistema Digestivo. Adaptado de Gerard J. Tortora, Bryan Derrickson, 2009.



1.2 Intestino Delgado

O intestino delgado é um segmento do trato digestivo superior que se inicia no esfinter
pilorico do estdmago e termina na ligacdo ao intestino grosso, na unido do cego com o célon
ascendente - valvula ileocecal ou esfinter ileocecal. Apresenta cerca de 2,5cm de diametro e
3m de comprimento num individuo vivo, ao passo que num cadaver possui 6,5m de
comprimento devido a perda do ténus muscular apés morte (Gerard J. Tortora, Bryan
Derrickson, 2009).

A digestdao e a absorcao de nutrientes ocorrem, principalmente, ao longo do intestino
delgado, sendo a sua estrutura especialmente adaptada para estas funcbdes (Gerard J.

Tortora, Bryan Derrickson, 2009).

O intestino delgado apresenta como principais funcoes a digestao completa de hidratos de
carbono, de proteinas e de lipidos e a manutencdo do contato dos alimentos com a mucosa
permitindo a absorcdo de cerca de 90% de nutrientes e agua que atravessam o trato digestivo

(Gerard J. Tortora, Bryan Derrickson, 2009).

1.2.1 Anatomia do Intestino Delgado

O intestino delgado encontra-se dividido em trés regides: duodeno, jejuno e ileo (Ferrufino
Juan C. et al, 1996; Gerard J. Tortora, Bryan Derrickson, 2009).

O duodeno (DUO) é a regido de menor extensao e localiza-se entre o estdmago e o jejuno.
Trata-se da primeira porcdo do intestino delgado, estendendo-se desde o piloro até a flexao
duodeno-jejunal, onde se encontra o ligamento de Treitz, que fixa esta parte do intestino a
parede posterior do abdomen (Ferrufino Juan C. et al, 1996); apresenta cerca de 25-30cm de
comprimento e 3-4cm de diametro, estando dividido em quatro porgées (figura 2). A primeira
porcao apresenta cerca de 5cm, enquanto a segunda, terceira e quarta porcdes tém,

respetivamente, cerca de 10cm, 8cm e 7cm (Schmutz et al., 2005).

Bulbo duodenal

1* porcién del duodeno Piloro _ Estémago

: Phegues 3* porcidn del duodeno
2 porcion del duodeno
0 porcion descendente del duodeno © porcién horizontal

Figura 2. Diferentes regides do Duodeno. Adaptado de http://resumosanatomia.blogspot.pt.



0 jejuno (JEJ) tem cerca de 1m de comprimento e estende-se até ao ileo (Gerard J. Tortora,
Bryan Derrickson, 2009). Este diferencia-se do duodeno e do ileo por possuir grandes e

abundantes pregas circulares (Ferrufino Juan C. et al, 1996).

A parte final, e mais longa, do intestino delgado € o ileo (IL) que mede aproximadamente 2m
e liga-se ao intestino grosso através de um esfinter de musculo liso (Gerard J. Tortora, Bryan
Derrickson, 2009), que apresenta, tecido adiposo abundante ao nivel da submucosa (Ferrufino
Juan C. et al, 1996).

1.2.2 Histologia do Intestino Delgado

A parede do intestino delgado é composta por quatro camadas. Partindo do interior para a
superficie sdao elas: MUCOSA, SUBMUCOSA, MUSCULARIS e SEROSA (figura 3) (Gerard J.
Tortora, Bryan Derrickson, 2009).

Vilus  biood Lacteal
caplllary

— MUCQOSA

Simple colurmnar

epithelium

Lamina propria

Opening of intestinal gand

Lymphatic nodule =————————— N | l— SUBMUCOSA

Muscularis mucosae ——————— (8200

Arteriole . . : /

Venute 1 = MUSCULARIS
SEROSA

Longitudinal layer
of muscie

Figura 3. Histologia do Lumen do Intestino Delgado. Adaptado de Gerard J. Tortora, Bryan Derrickson,
2009.

A MUCOSA do intestino delgado é composta por trés camadas: camada epitelial, lamina

propria e muscularis mucosae (Gerard J. Tortora, Bryan Derrickson, 2009).

A camada epitelial consiste num epitélio colunar simples que contém diversos tipos celulares:
células absortivas ou enterdcitos, células caliciformes, glandulas intestinais, células Paneth e

células enteroendocrinas (Gerard J. Tortora, Bryan Derrickson, 2009).

As células absortivas digerem e absorvem nutrientes do quimo, enquanto as células

caliciformes ou células goblet tém como funcdo a secrecdo de muco. Para além destas, a



mucosa do intestino delgado possui diversas “fendas” revestidas por epitélio glandular - as
criptas de Lieberkilhn. Estas glandulas intestinais apresentam células Paneth e células
enteroendocrinas. As células Paneth secretam lisozima, uma enzima bactericida, e
conseguem efetuar fagocitose, tendo um papel fundamental na regulacao da populacao
microbiana do intestino delgado; por outro lado, as células enteroendocrinas dividem-se em
trés tipos: células S, células CCK e células K, que secretam, respetivamente, as hormonas
secretina, colecistoquinina (CCK) e o péptido insulinotropico dependente de glucose também

denominado GIP (Gerard J. Tortora, Bryan Derrickson, 2009).

A lamina propria contém tecido conetivo areolar e grande abundancia de tecido linfatico
associado a mucosas (MALT). Os ganglios linfaticos isolados sao mais abundantes na parte
distal do ileo enquanto os grupos de ganglios linfaticos conhecidos como Placas de Preyer se
encontram ao longo de todo o ileo (Gerard J. Tortora, Bryan Derrickson, 2009). Por fim, a

muscularis mucosae consiste em musculo liso (Gerard J. Tortora, Bryan Derrickson, 2009).

A SUBMUCOSA do duodeno contém glandulas duodenais designadas Glandulas de Brunner
responsaveis pela secrecado de um muco alcalino que auxilia a neutralizacao do acido gastrico
no quimo. Por vezes, o tecido linfatico da lamina propria estende-se através da muscularis

mucosae até chegar a submucosa (Gerard J. Tortora, Bryan Derrickson, 2009).

A MUSCULARIS do intestino delgado consiste em duas camadas de musculo liso. A camada
exterior, fina, contém fibras longitudinais enquanto a camada interna, espessa, apresenta
fibras circulares. Excetuando o duodeno, a SEROSA rodeia completamente o restante

intestino delgado (Gerard J. Tortora, Bryan Derrickson, 2009).

Embora a parede do intestino delgado apresente o mesmo arranjo basico de quatro camadas
que o restante TGI, existem estruturas especiais que facilitam os processos de digestao e
absorcao: pregas circulares, vilosidades e microvilosidades (Gerard J. Tortora, Bryan
Derrickson, 2009).

As pregas circulares sao dobras da mucosa e submucosa que apresentam cerca de 10mm de
comprimento. Iniciam-se na extremidade proximal do duodeno e terminam na porcdo média
do ileo, tendo como funcao o aumento da absorcao devido ao aumento da area de superficie.
Estas estruturas permitem que as substancias presentes no limen intestinal atravessem o
intestino delgado em movimentos circulares e nao apenas numa simples linha reta (Gerard J.

Tortora, Bryan Derrickson, 2009).

As vilosidades sao projecdes, do tipo digitiforme, da mucosa e apresentam 0,5-1,0mm de
comprimento. Existem em vasto nimero, cerca de 20-40/mm?, promovendo o aumento da
area de superficie. Cada vilosidade é revestida por epitélio e um nucleo de lamina propria e a
envolver o tecido conetivo da lamina propria encontra-se uma arteriola, uma vénula, uma
rede de capilares sanguineos e, ainda, um capilar linfatico designado lactifero (Gerard J.

Tortora, Bryan Derrickson, 2009).



Por fim, as microvilosidades sdo projecées da membrana apical das células absortivas. Cada
microvilosidade apresenta 1ym de comprimento e encontra-se revestida por uma membrana
que possui grupos de 20-30 filamentos de atina. Existem cerca de 200 milhdes de
microvilosidades/mm?, aumentando grandemente a area de superficie do intestino. No seu
conjunto formam uma linha designada “bordadura em escova”. Na “bordadura em escova”

existem enzimas com funcodes digestivas (Gerard J. Tortora, Bryan Derrickson, 2009).

1.3 Intestino Grosso

0 intestino grosso € a porcao final do trato gastrointestinal sendo responsavel pela finalizacao
da absorcao de nutrientes, agua, vitaminas ou ides, producdo de algumas vitaminas B e K,
conducao dos contetidos do colon para o reto devido a movimentos peristalticos, conversao de
proteinas em aminoacidos por acdo da flora bacteriana, bem como a hidrélise dos
aminoacidos e formacao de fezes e a eliminacdo das mesmas (defecacao) (Gerard J. Tortora,

Bryan Derrickson, 2009).

1.3.1 Anatomia do Intestino Grosso

O intestino grosso apresenta cerca de 1,5m de comprimento e 6,5cm de diametro,
estendendo-se desde o ileo até ao anus. Encontra-se ligado a parede abdominal posterior e
estruturalmente esta dividido em quatro regides: ceco, colon, reto e canal anal (figura 4). Por
sua vez, o colon encontra-se dividido em diferentes porcoes, ascendente, transverso,
descendente e sigmoide (Gerard J. Tortora, Bryan Derrickson, 2009; Young B., Heath J.W.,
2000).

Sigmoit Colon

Rectumn

Figura 4. Vista Anterior do Intestino Grosso. Adaptado de http://nutrientesbiologia.blogspot.pt.



1.3.2 Histologia de Intestino Grosso

A parede do intestino grosso € constituida pelas quatro camadas tipicas do restante TGl:
MUCOSA, SUBMUCOSA, MUSCULARIS E SEROSA (figura 5).
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Figura 5. Histologia do Intestino Grosso. Adaptado de Gerard J. Tortora, Bryan Derrickson, 2009.

A MUCOSA é constituida por um epitélio colunar simples, lamina propria e muscularis
mucosae, sendo o epitélio composto em grande parte por células absortivas e células
caliciformes, cujo nimero aumenta na porcao terminal do intestino grosso (Gongalves, C. e
Bairos, V., Histologia, IU, 2009). As células absortivas tém um papel importante na absorcéo
de agua enquanto a funcao das células caliciformes passa pela secrecdo de muco que lubrifica
e facilita a passagem dos conteldos presentes no colon. Ambos os tipos celulares revestem as
criptas de Lieberkun (Gerard J. Tortora, Bryan Derrickson, 2009) que existem em maior
quantidade que no intestino delgado (Gongalves, C. e Bairos, V., Histologia, IU, 2009). A
mucosa do intestino grosso carateriza-se, ainda, pela auséncia de células Paneth (Goncalves,
C. e Bairos, V., Histologia, 1U, 2009).

Na lamina propria podem, por vezes, ser encontrados ganglios linfaticos que atravessam toda
a muscularis mucosae dirigindo-se para a submucosa (Gerard J. Tortora, Bryan Derrickson,
2009).

Comparativamente ao intestino delgado, a mucosa do intestino grosso apresenta reduzido
numero de estruturas especializadas em aumentar a area de superficie do tecido: ndo existem
pregas circulares nem vilosidades; contudo as microvilosidades estdao presentes nas células
absortivas. Esta carateristica explica o fato de a absorcdo ocorrer principalmente ao nivel do

intestino delgado (Gerard J. Tortora, Bryan Derrickson, 2009).



A camada SUBMUCOSA do intestino grosso é composta por tecido conetivo areolar enquanto a
MUSCULARIS apresenta uma camada externa de musculo liso longitudinal e uma camada
interna de musculo liso circular. Contrariamente as restantes regides do TGl, as porcoes de
musculo liso longitudinal sao espessas formando bandas salientes designadas tenae coli. Estas
bandas estdo localizadas ao longo da parede do intestino grosso e sao responsaveis pela
aparéncia foliar e ligeiramente enrugada do colén devido as contracdes tonicas que sofrem
(Gerard J. Tortora, Bryan Derrickson, 2009).

1.4 Sistema Olfativo

O olfato é responsavel pelo reconhecimento de sinais quimicos externos que influenciam o
comportamento dos organismos (Brinda C. Prasad et al., 1999), sendo, do ponto de vista

evolutivo, um dos sentidos mais antigos (Purves et al., 2005).

A sensibilidade do sistema olfativo permite aos organismos detetar e discriminar entre
milhares de moléculas de baixo peso molecular, maioritariamente substancias organicas, que
comumente sao designadas odores (Stuart Firestein, 2001). O Homem tem a capacidade de
reconhecer cerca de dez mil odores diferentes, enquanto a maioria dos mamiferos apresenta
uma sensibilidade e um poder de discriminacao consideravelmente mais elevados (Brinda C.
Prasad, et al., 1999).

O processamento dos sinais quimicos presentes no ambiente € essencial para a detecao e
percecao da disponibilidade e qualidade de alimentos, parceiros reprodutivos, presas e
predadores, estando, também, envolvido em respostas emocionais e cognitivas (L. Dryer e A.
Berghard 1999; Brinda C. Prasad, et al., 1999; Purves et al., 2005) bem como, em funcoes de

regulacao neuroendocrina (M. Ennis. K. A. Hamilton, A. Hayar, 2007).

Diferentes estudos revelaram a existéncia de duas vias de transducao olfativa, tendo sido a
transducao olfativa por via aérea, no epitélio olfativo, a primeira a ser estudada. Mais tarde,
alguns autores descobriram uma nova via de transducao olfativa que ocorre em meio aquoso,
usada pelos animais aquaticos e por alguns 0rgdos de animais terrestres (Noe e Breer, 1998;
Ronnette e Moon, 2002).



1.4.1 Transducao Olfativa por via aérea

1.4.1.1 Epitélio Olfativo - organizacao e tipos celulares

O epitélio olfativo (EOQ) é um epitélio colunar pseudoestratificado de cor amarelada que se

encontra sobre o teto da cavidade nasal (figura 6-A) (Marieb and Hoehn, 2008).

A maioria dos autores defende a existéncia de trés tipos celulares principais neste tecido: as
células de suporte também designadas células de sustentacdo, os neuronios sensoriais
olfativos (OSNs) e as células basais (figura 6-B). Outros autores referem, ainda, outros tipos
celulares: as células microvilares (M. Ennis. K. A. Hamilton, A. Hayar, 2007) e as glandulas de
Bowman (Michael T. Shipley, et al., 2008) (figura 6-B).
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Figura 6. - Epitélio Olfativo e Organizacao dos neuroénios sensoriais olfativos e outros tipos celulares. (A)
- Localizacdo do epitélio olfativo na cavidade nasal; ON - Neuronio Olfativo; OB - Bulbo Olfativo OE -

Epitélio Olfativo. (B) - llustracao dos principais tipos celulares no EO.

As células de sustentacao, como o proprio nome indica, fazem o suporte e sdo responsaveis
pelo isolamento elétrico dos OSNs. Desempenham, ainda, um papel na secrecdo de moléculas
e enzimas desintoxicantes para o muco nasal, como por exemplo enzimas do tipo citocromo
P450 (Hadley e Dahl, 1982; M. Ennis. K. A. Hamilton, A. Hayar, 2007), que podem estar
envolvidas em transformacdes conformacionais dos odores, de forma a tornar as moléculas
odorantes menos permeaveis ou inativando-as para evitar uma transducdo de sinal
potencialmente perigosa. Assim, as células de suporte desempenham um papel importante no

processo de destoxificacao (M. Ennis. K. A. Hamilton, A. Hayar, 2007).



Os OSNs sao neuronios bipolares, que projetam uma Unica dendrite para o lumen do epitélio
olfativo (Michael T. Shipley, et al., 2008), local em que se encontram as moléculas odorantes

que sao inaladas a partir do ar inspirado e captadas pelos cilios.

Na outra extremidade do OSN, existe um axonio, nao ramificado, que se projeta através da
ldamina basal e da placa cribiforme, do osso etmoéide do nariz, até chegar ao cérebro, em
particular até ao bulbo olfativo. A extremidade do axonio forma sinapses com as dendrites

das células mitrais que se localizam no interior do glomérulo olfativo (Ronnett e Moon 2002).

As células basais encontram-se em contato com as células de sustentacdo e tém como funcao
efetuar o envolvimento dos OSNs, dividindo-se em 2 classes: as células basais globoides e as
células basais horizontais. Como o seu nome indica, as células basais globoides apresentam
uma forma arredondada, ao passo que as células basais horizontais apresentam uma forma

achatada e expressam queratina (Ronnett e Moon, 2002).

Varios autores defendem que as células basais sdo células estaminais a partir das quais os
OSNs se conseguem diferenciar e regenerar, uma vez que estes neuronios envelhecem e
morrem ao longo da vida (Ronnette e Moon, 2002; M. Ennis. K. A. Hamilton, A. Hayar, 2007;
Menini, 2010). Além disso, quando comparados com outros tipos de neuroénios, os OSNs
apresentam um tempo de vida curto (nos roedores tém cerca de 40 dias de vida) (M. Ennis. K.
A. Hamilton, A. Hayar, 2007), visto que formam uma barreira entre os meios interno e
externo, encontram-se, muitas vezes, em contacto com agentes toxicos e/ou infeciosos. Com
a renovacao dos OSNs ao longo de toda a vida, o papel das células basais na geracao de novos
OSNs é fundamental para manter o sentido do olfato e a transducdo olfativa ativos (Ronnett e
Moon, 2002).

As células microvilares possuem na sua superficie luminal, microvilosidades que se encontram
em contato direto com o muco presente no epitélio olfativo (M. Ennis. K. A. Hamilton, A.
Hayar, 2007; Michael T. Shipley, et al., 2008).

As glandulas de Bowman sao responsaveis pela secrecao de um componente seroso do muco

que reveste o epitélio olfativo (Michael T. Shipley, et al., 2008).

1.4.1.2 Via de Transducao Olfativa

O sistema olfativo dos vertebrados consegue identificar e distinguir compostos volateis
(odorantes) entre uma enorme diversidade de estruturas moleculares, com elevada
sensibilidade. Tal performance é devida aos numerosos recetores olfativos (ORs) que estao

expressos nos OSNs e ao seu processamento subsequente.

Os primeiros eventos na detecao de odores ocorrem nos cilios da membrana dos OSNs, que se
mantém em contacto direto com as moléculas odorantes que sao inalados a partir do ar

inspirado. A detecao olfativa é iniciada quando as moléculas odorantes interagem com os ORs



originando-se um sinal que é, posteriormente, transmitido centralmente (Ronnette e Moon,
2002) (figura 7).
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Figura 7. Via Canodnica de Transducao Olfativa. Adaptado de NaNa Kang e JaeHyung Koo, 2012.

A ligacao do odor ao OR induz a ativacao da subunidade a da proteina G especifica do olfato,
a Gaolf, a qual o OR se encontra acoplado. Apos ativacado, esta subunidade proteica liga-se e
ativa a adenilato ciclase especifica do olfato - adenilato ciclase do tipo 3 (AC3) - que é
predominantemente expressa nos OSNs e promove a geracao de Adenosina Monofosfato
Ciclica (cAMP) a partir de moléculas de adenosina trifosfato (ATP) (Ronnett e Moon, 2002; M.
Ennis, K. A. Hamilton, A. Hayar, 2007; Joerg Fleischer et al., 2009; DeMaria e Ngai, 2010;
Menini, 2010; NaNa Kang e JaeHyung Koo, 2012).

O aumento de cAMP intracelular induz a abertura de canais catidonicos dependentes de
nucleotideos ciclicos - os canais nucleotidicos ciclicos (CNCs) - que se encontram localizados
na membrana ciliar, levando a despolarizacdo dos OSNs através do influxo de ides calcio
(Ca®) e ides sodio (Na*) (Ronnett e Moon, 2002; M. Ennis, K. A. Hamilton, A. Hayar, 2007;
DeMaria e Ngai, 2010; Menini, 2010; NaNa Kang e JaeHyung Koo, 2012). Esta despolarizacao
inicial é, posteriormente, amplificada devido a ativacdo de canais de cloreto, ativados em
resposta ao aumento de Ca?* intracelular (M. Ennis, K. A. Hamilton, A. Hayar, 2007; Menini,
2010).

A despolarizacdo é propagada ao longo do OSN, induzindo a abertura de canais i6nicos
sensiveis a voltagem que estdo presentes na membrana do neuronio. O disparo dos potenciais
de acdao bem como a libertacdo de neurotransmissores ocorre no terminal sinaptico, no

glomérulo, no bulbo olfativo (DeMaria e Ngai, 2010).

Alguns autores referem que a via de transducao de sinal olfativa pode ser inativada através de

dois mecanismos: por reposicao dos niveis basais de cAMP ou através de um processo de



feedback negativo sobre o canal nucleotidico ciclico devido a acdo do complexo calcio-

calmodulina (Ca?*-CaM).

No primeiro caso, a acao da fosfodiesterase PDE1C isoladamente ou ligada ao complexo
calcio-calmodulina (PDE1C ou PDE1C/Ca*-CaM, respetivamente) sobre o cAMP provoca a
inativacao da via de transducao olfativa, uma vez que a fosfodiesterase realiza a hidrolise do

CAMP impedindo que este se ligue ao CNC (figura 8) (Ronnett e Moon, 2002).
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Figura 8. Inativacdo da Via de Transducédo Olfativa por reposicao dos niveis basais de cAMP. Adaptado
de Ronnett e Moon (2002).

Na segunda situacdo, o aumento de Ca’" intracelular devido ao seu influxo através do CNC
reduz a afinidade do CNC para o cAMP, resultando numa reducao da sua probabilidade de
abertura, o que reduzira o influxo de calcio levando, consequentemente, a inativagao da via
de transducdo olfativa. Esta modulacdo ocorre devido a ligacdo direta do complexo
Ca’'/calmodulina ao CNC (figura 9) (Ronnett e Moon, 2002).
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Figura 9. Inativacao da Via de Transducao Olfativa por feedback negativo sobre o CNC. Adaptado de
Ronnette e Moon (2002).



1.4.1.3 Componentes da Via de Transducéo Olfativa

1.4.1.3.1 Recetores Olfativos (ORs)

Alex e Buck (1991) identificaram uma grande variedade de familias génicas de recetores
olfativos, estreitamente relacionados entre si. A capacidade do sistema olfativo conseguir
discriminar entre uma elevada variedade de moléculas odorantes esta relacionada com o fato
de existirem cerca de 1000 genes de ORs, que correspondem a 1% do genoma total dos

mamiferos (Pluznick, Zou et al., 2009).

Os ORs estdao expressos na membrana ciliar dos OSNs e pertencem a familia de recetores
acoplados a proteina G (Ronnett e Moon 2002). Do ponto de vista estrutural, sdao proteinas
hidrofdbicas, que possuem 7 dominios transmembranares e que diferem em apenas algumas
sequéncias de aminoacidos, especialmente nas sequéncias que formam os dominios Ill, IV e V,
0 que sugere que estes dominios sao os responsaveis pela discriminacdo das diferentes

moléculas odorantes (DeMaria e Ngai 2010; Menini, 2010).

Os genes responsaveis pela codificacao dos ORs sdo classificados em dois grupos de acordo
com a sua sequéncia de aminoacidos e com a sua distribuicao filogenética (Ronnette e Moon,
2002), existindo, assim, duas classes de recetores olfativos: ORs de classe | e ORs de classe I
(Ronnette e Moon, 2002; Joerg Fleischer et al., 2009).

Os genes de ORs de classe | foram inicialmente identificados em peixes, sapos € mais tarde
em golfinhos - espécie que apenas possui genes de ORs de classe |. Contudo, nos animais
semiaquaticos, como os sapos foram identificados genes de ORs classe | e genes de ORs de
classe Il. Inicialmente pensava-se que os mamiferos nao codificavam genes de ORs de classe |,
fazendo pensar que os ORs de classe | sdo especializados em reconhecer moléculas odorantes
solUveis em agua e que os genes de ORs de classe I, seriam responsaveis pelo reconhecimento

dos odores presentes no ar (Ronnette e Moon, 2002; Joerg Fleischer et al., 2009).

Recentemente, no caso dos humanos e em roedores, foi identificada presenca de genes de
ORs de classe | (Ronnett e Moon 2002; Itakura S. et al., 2006; Joerg Fleischer et al., 2009;
Menini, 2010), sendo que todos genes de ORs de classe | pertencem a uma Unica familia
génica, onde apenas metade destes parecem ser funcionais. Por outro lado, os genes de ORs
que pertencem a classe Il localizam-se em mais do que um cromossoma (Ronnett e Moon
2002).

1.4.1.3.2 Proteina G especifica do olfato (Golf)

A proteina G, também conhecida como proteina de ligacao a guanina, desempenha um papel
importante na transducao de sinal de varias vias de sinalizacao celular (Evan H. Hurowitz, et

al., 2000; Wackym, et al., 2005). Esta proteina possui trés subunidades (a, B e y), originando



um complexo proteico que se encontra na membrana celular (Evan H. Hurowitz et al.,
2000).

A proteina G que pode interagir com diversas moléculas efetoras, como as diferentes
adenilato ciclases e a fosfolipase C, que sao responsaveis pela transducao de sinal que origina
a producao de cAMP, a mobilizacdo de calcio intracelular, respetivamente, bem como pela
inducao de potenciais de membrana. A interacdo entre a proteina G e as diferentes moléculas
efetoras ocorre apods a troca da molécula de guanosina difosfato (GDP) ligada a subunidade a
da proteina G por guanosina trifosfato (GTP), resultando numa mudanca conformacional do

complexo (Evan H. Hurowitz, et al., 2000; Menini, 2010).

Como a subunidade a da proteina G interage tanto com o receptor que lhe esta acoplado,
como com as moléculas efetoras das vias de sinalizacdo, esta subunidade é considerada o
constituinte funcional do complexo proteico da proteina G (Wackym, et al., 2005). Por outro
lado, as subunidades B e y formam um heterodimero que se dissocia em condicées de

desnaturacao.

Sabe-se que existem quatro familias de proteinas G, classificadas de acordo com a homologia
de sequéncias e com o tipo de moléculas efetoras que regulam especificamente (Hurowitz, et
al., 2000). Sao elas: Gas, Gai/o, Gaq e a proteina Ga12 (Wackym, et al., 2005).

A proteina Gas é responsavel pela ativacdo da adenilato ciclase enquanto a proteina Gai/o
tem um papel contrario, promovendo a inibicao da adenilato ciclase. A proteina Gaq promove
a ativacao da fosfolipase C (PLC) e a proteina Ga12 é responsavel pela ativacdo da fosfolipase
D (Milligan e Kostenis 2006).

A proteina Gaolf ou proteina G especifica do olfato, trata-se de uma isoforma da subunidade
a da proteina G, que se encontra na membrana ciliar dos OSNs (Wackym, et al., 2005) e que
partilha 88% da homologia dos aminoacidos com a Gas, sendo considerada um membro da
familia da Gas (Nathalie Ferrand et al., 1999; Wackym, et al., 2005).

A Goolf estd descrita na literatura como apresentando um peso molecular de
aproximadamente 45kDa enquanto as subunidades B e y possuem pesos moleculares de 35kDa

e 8-10 kDa, respetivamente (Milligan e Kostenis 2006).

1.4.1.3.3 Adenilato ciclase tipo 3 (AC3)

A adenilato ciclase é uma proteina responsavel pela producao de cAMP a partir de ATP.
Segundo a literatura, estao descritos 9 tipos de adenilato ciclase transmembranares (ACtm) e
um outro tipo de adenilato ciclase presente no citosol e em alguns organelos celulares (sAC -
adenilato ciclase do tipo solluvel), em que a sua atividade é regulada através de anides

bicarbonato (Tresguerres et al., 2011).

A adenilato ciclase membranar apresenta 12 dominios transmembranares e ambas as

extremidades (C terminal e N terminal) estdo viradas para o citoplasma, enquanto o dominio



catalitico da adenilato ciclase se encontra entre os dominios transmembranares 6 e 7; o

dominio catalitico € o responsavel pela conversao de ATP em cAMP (Menini, 2010).

No EO encontra-se expressa a adenilato ciclase do tipo 3 (adenilato ciclase especifica para o
olfato), particularmente ao nivel dos OSNs, estando descrita na literatura como apresentando
um peso molecular de 200kDa (Wei, Zhao et al., 1998).

1.4.1.3.4 Canais Nucleotidicos Ciclicos (CNCs)

Os CNCs medeiam respostas eletrofisiologicas, na via olfativa, devido a ligacao de cAMP (O.
Matsuzaki, et al., 1999). Desta forma, na membrana ciliar dos OSNs, a informacao resultante
da interacao entre o odor e o OR é transmitida sob a forma de informacao quimica, que ao
nivel do CNC é convertida num sinal elétrico, por ativacdo do fluxo idonico que ocorre através

da membrana plasmatica (Menini, 2010).

O CNC é uma proteina membranar composta por quatro subunidades: duas subunidades
CNGA2, uma CNGA4 e uma CNGB1. Cada subunidade apresenta 6 dominios transmembranares

(51-S6) e uma regiao que forma o poro, entre os dominios S5 e S6.

A ligacdo de cAMP ao CNC promove o influxo de Ca®* e Na* através do canal para o interior do
OSN, provocando a sua despolarizacao, que é, posteriormente, amplificada devido a abertura

dos canais de cloreto (Purves et al., 2005; DeMaria e Ngai 2010).

Para além do papel eletrofisioldgico na via olfativa, os CNCs podem desempenhar diversas
funcdes, nomeadamente no desenvolvimento. Por exemplo, num invertebrado, C. elegans,
uma mutacao no gene tax-2 (gene que codifica para o CNC) causa anomalias no crescimento

axonal numa subclasse de neurdnios sensoriais (0. Matsuzaki, et al., 1999).

1.4.2 Transducao Olfativa em meio aquoso

Embora diversos estudos apoiem o papel central do cAMP na detecdo odorante, varios
investigadores tém fornecido evidéncias que demonstram a existéncia de outras vias de

sinalizacdo ativadas em resposta a estimulacao por odores.

Huque e Bruch (1986) identificaram a atividade da PLC na membrana ciliar olfativa de peixes-
gato, enquanto Breer e seus colaboradores (1998) demonstraram o aumento dos niveis de
inositol-1,4,5-trifosfato (IP;) em resposta a algumas moléculas odorantes (Ronnette e Moon,
2002). Desta forma, nos peixes, a interacdo entre a molécula odorante e o OR ativa uma via
ndo canodnica da transducao olfativa, que envolve a ativacdo da fosfolipase C, com

consequente formacao de IP; (figura 10) (Ronnette e Moon, 2002).

A funcado da fosfolipase C é hidrolisar o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP;), um fosfolipido

que se encontra na membrana plasmatica, gerando-se diacilglicerol (DAG) que permanece na



membrana e IP;, que é libertado para o citoplasma. As moléculas de IP; que se formam
desempenham um papel fundamental na libertacao de calcio armazenado, a partir do reticulo
endoplasmatico, devido a ligacdo do IP; aos seus recetores presentes na membrana do
reticulo (Ronnette e Moon, 2002). O calcio libertado para o citoplasma age sobre os canais de

cloreto gerando-se uma despolarizacao da membrana do OSN.
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Figura 10. Via Nao Canodnica de Transducao Olfativa. Adaptado de Ronnette e Moon, 2002.

1.4.2.1 Transducao Olfativa em outros Sistemas (meio aquoso)

Sabe-se que os recetores olfativos nao estao envolvidos apenas em funcdes quimiosensoriais
no epitélio olfativo, encontrando-se, também, expressos em varios tecidos como o rim, a
placenta, o coracdo em desenvolvimento, os pulmdes, o baco, a lingua, o encéfalo, os
espermatozoides (Nathalie Ferrand et al., 1999; Vosshall, 2004; Itakura S. et al., 2006;
Pluznick, Zou et al., 2009; NaNa Kang e JaeHyung Koo, 2012), o pancreas e o figado (NaNa
Kang e JaeHyung Koo, 2012).

1.4.2.2.1 Placenta

A placenta é o primeiro 6rgao dos mamiferos a ser formado durante a embriogénese,
originando uma espécie de barreira entre o ambiente fetal e o ambiente materno. E
responsavel por efetuar trocas de gases, nutrientes e desperdicios resultantes do metabolismo
(Itakura S. et al., 2006).

Todas estas moléculas podem agir sobre os recetores olfativos e o fato de haver uma
expressao generalizada dos membros da familia dos ORs em varios érgaos sugere que os ORs
desempenhem outras funcdes quimiosensoriais para além de fazerem o reconhecimento de
odores (Itakura S. et al., 2006).



Além disso, sabe-se que os ORs podem interagir, através dos seus dominios extracelulares com
ligandos existentes nas células alvo, atuando como mediadores de reconhecimento celular,

fulcral para a organogénese durante o desenvolvimento do embriao (Itakura S. et al., 2006).

Itakura S. et al., (2006) efetuaram um estudo de forma a identificar a expressao do ORs e da
proteina Golf na placenta de rato. Por RT-PCR foram identificados genes de 11 ORs
diferentes, sendo que todos eles sao membros da classe Il, no cDNA de placenta de rato. Por
Western Blotting, foi, também, demonstrada a expressao da Golf na placenta.
Adicionalmente, foi descoberto que a imunorreatividade da Golf esta exclusivamente

localizada nas células gigantes dos trofoblastos e nos espongiotrofoblastos.

Por outro lado varios estudos tém sugerido que moléculas de adesao celular como, por
exemplo, as integrinas e as caderinas, que se apresentam expressas no trofoblasto possuem
um papel importante para evitar a invasao do embriao sobre as células maternas da decidua.
Desta forma, pensa-se que os ORs localizados nas células gigantes do trofoblasto podem
reconhecer sinais emitidos pelas células da decidua, de forma a parar a invasao das células do
trofoblasto. Por outro lado, os ORs podem funcionar como recetores da superficie celular,
permitindo que varias moléculas de pequeno peso molecular atravessem a placenta (ltakura,
Ohno et al., 2006).

Recentemente foi demonstrado que a placenta nao funciona apenas como um elemento que
permite as trocas entre o feto e a mae, mas sim, como um 6rgao que produz varias hormonas,
como a Hormona do Crescimento (GH) e fatores de crescimento, como o fator de crescimento
tipo-insulina (IGF), bem como os seus recetores. Estas hormonas e fatores de crescimento sao

também produzidos pelo trofoblasto (Itakura, Ohno et al., 2006).

Desta forma, os ORs expressos no trofoblasto podem agir como sensores, reconhecendo
pequenas moléculas na placenta como sinais ambientais originados no feto ou na mae de
forma a efetuar a regulacdo da sintese destas hormonas e dos fatores de crescimento, de

acordo com as necessidades fisioldgicas de cada momento (ltakura, Ohno et al., 2006).

1.4.2.2.2 Rim

O rim é um o6rgao cuja funcao passa pela monitorizacdo da composicdo quimica do fluido
tubular (Pluznick et al., 2008). A maquinaria de transducédo olfativa ja foi identificada em
varios tecidos que ndao o epitélio olfativo e visto que o rim funciona como um sensor dos
conteldos que atravessam os diferentes segmentos dos nefronios, Pluznick et al. (2008),
decidiram efetuar o estudo da via olfativa neste 6rgao, colocando a hipétese de que a

monitorizacao realizada pelo rim pudesse estar relacionada com a via olfativa.

Pluznick et al. (2008), identificaram que as proteinas AC3 e Gaolf apresentam expressao no
rim a nivel de proteina e ao nivel do RNA, e que estas duas proteinas se encontram em

segmentos comuns dos nefronios (no tUbulo distal, na primeira porcao do tubulo coletor e nas



células da macula densa). Adicionalmente, a AC3 revelou uma distribuicao citoplasmatica e
ao longo da membrana apical de epitélio dos tubulos renais. Estes investigadores provaram,
ainda, a presenca de ORs (Olfr78, Olfr90, Olfr1373, Olfr1392, Olfr1393 e Olfr
NP_TR6JSE50FPA) pela técnica de RT-PCR e por PCR Convencional de uma linha celular da

macula densa (Pluznick, Zou et al., 2008).

Apds demonstrarem a presenca das proteinas que compdem a maquinaria de transducao
olfativa no rim, estes autores efetuaram estudos funcionais em que verificaram que ratos
knockout numa das proteinas chave da transducao dos sinais olfativos, a AC3, sdo incapazes
de regular corretamente a taxa de filtracao glomerular e bem como os niveis plasmaticos de

renina (Pluznick, Zou et al., 2008).

Assim, a maquinaria de transducao olfativa que se encontra expressa no nefronio distal e na

macula densa pode desempenhar um papel fisiologico crucial na funcao renal.

Por exemplo, pode ser benéfico para o rim ter a capacidade de conseguir ajustar as taxas de
filtracao, reabsorcao e secrecao em resposta a mudancas dos niveis metabélicos, bem como,
em resposta a niveis elevados de xenobioticos, induzindo a remocdo destas substancias
perigosas e, também, de acidos dicarboxilicos de forma a evitar o aparecimento de pedras
nos rins. Desta forma, ndo é de estranhar que o rim possua sensores quimicos como os

recetores olfativos de forma a regular a excrecado destas substancias (Pluznick et al., 2008).

1.4.2.2.3 Espermatozoides

Os espermatozoides, gametas sexuais masculinos, sdo produzidos nos testiculos, sendo
constituidos por uma cabeca, segmento intermédio e cauda que confere as estas células a

capacidade de se movimentarem em direcdo ao oocito que pretendem fecundar.

Um fendémeno crucial no processo de fertilizagdo é a quimiotaxia (movimento das células em
direcao a substancias quimicas libertadas para o ambiente), embora a base molecular deste
processo ainda nao esteja completamente elucidado. Por outro lado, a expressdao de ORs é
desde a varios anos conhecida nos espermatozoides e varias investigacdes tém sido efetuadas

de forma a tentar relacionar a olfacao com a reproducao (Spher et al., 2003).

Em espécies cuja fertilizacao é externa, como acontece nos peixes e nos ouricos-do-mar, é
crucial que os espermatozoides se movimentem em direcdo ao odcito, para que a fertilizacao
possa ocorrer com éxito. Desta forma, deve existir uma sinalizacdo que indique aos
espermatozoides a correta direcao que estes devem tomar até chegarem ao odcito. Além
disso, o proprio oocito secreta ligandos especificos, que podem ser detetados pelos ORs
presentes nos espermatozoides. No caso das espécies onde a fertilizacdo € interna, como nos
mamiferos, o fendomeno de quimiotaxia entre o odcito e o espermatozoide é menos evidente,

mas acontece (Vosshall 2004).



Assim, em 2003 Spehr et al., efetuou um estudo sobre o papel desempenhado pelo recetor

olfativo hOR17-4 na quimiotaxia entre do espermatozdide e o odcito.

Para procederem a este estudo, realizaram a clonagem do recetor olfativo hORr17-4 em
sistemas heterologos e foram examinadas as suas “preferéncias” para dois ligandos:
bourgoneal - ligando com odor floral (fragancia dos lirios) e undecanal. Apos os testes
efetuados foi demostrado que este OR responde fortemente a odores florais como o

bourgoneal e que fica inativo na presenca de undecanal (Spher et al., 2003).

Um ano mais tarde, em 2004 Vosshall, comprovou através de um estudo em espermatozodides
humanos que o recetor olfativo hOR17-4 se ativa em resposta ao bourgoneal e se inativa na
presenca de undecanal. Adicionalmente, foi comprovada a quimiotaxia em direcao ao

bourgoneal.

Vosshall (2004) comprovou ainda a expressao de hOR17-4 no epitélio olfativo e testes
funcionais mostram que é capaz de desencadear as mesmas respostas no nariz e no

espermatozoide.

Contudo, ainda, ndo foi provado que este OR medeia por si s6 as respostas olfativas no
espermatozoide mas os resultados obtidos, até agora, tém extrema importancia no sentido de

esclarecer o papel quimiossensorial da via olfativa em tecidos que nao o EO (Vosshall 2004).

1.4.2.2.4 Coracao em Desenvolvimento

A ativacdo do recetor B-adrenérgico envolve a proteina heterotrimérica Gs e diversas
isoformas da adenilciclase. Recentemente, a Gaolf foi detetada nos granulos secretados pelos
cardiomiocitos endocrinos, surgindo a hipotese de que esta proteina pode desempenhar um

papel fundamental na exocitose de hormonas cardiacas.

A Gaolf que partilha 88% de homologia com a proteina Gas, bem como a adenilciclase do tipo
3, foram inicialmente identificadas no epitélio olfativo, Mais tarde, estas duas proteinas
foram identificadas em tecidos nao olfativos. No entanto, a Gaolf ainda nao foi encontrada no
miocardio, mas é sabido que o recetor olfativo OL1 se encontra expresso em estagios iniciais

no desenvolvimento do coracao de rato (Nathalie Ferrand et al., 1999).

Desta forma, Nathalie Ferrand et al. (1999), estudaram a presenca das moléculas da via de
sinalizacao olfativa no coracao de rato. A expressao da Gaolf foi analisada em coracao de rato
desde antes do nascimento até ao momento do desmame do animal. O mRNA de Gaolf foi
detetado no coracao de rato, em niveis mais elevados, desde o 21° dia de gestacdo até 3 dias
apos o parto. Adicionalmente, estudos imunohistoquimicos mostraram a presenca da Gaolf em

cardiomiocitos atriais e ventriculares.

Os autores verificaram, também, que os mRNAs de OL1 e da latrofilina, recetores olfativos

acoplados a proteinas G, estdo expressos em estagios iniciais pos-natais. Por outro lado, o



mRNA da AC3 encontra-se expresso antes do nascimento e até ao momento do desmame dos

animais.

Dado que a proteina Gaolf partilha 88% de homologia com a proteina Gas pode encontrar-se
aqui um potencial interesse para esta proteina numa via de sinalizacdo envolvendo a

estimulacédo B-adrenérgica do miocardio de rato.

1.4.2.2.5 Lingua

Varios ORs foram identificados na lingua humana através de RT-PCR (OR6Q1, OR10A4/JCG5,
HTPCR06/0R2K2, JCG3/0OR5P2 e JCG6/0R10A5) (NaNa Kang e Jaehyung Koo, 2012).

1.4.2.2.6 Baco e Pancreas

Através de RT-PCR foi demonstrada a expressao do recetor olfativo OL2 no baco de rato e na
linha celular secretora de insulina de ratinho MIN6. Embora os ligandos para este recetor
ainda nao tenham sido investigados, existe a possibilidade de estes controlarem a secrecao de

insulina no pancreas (NaNa Kang e Jaehyung Koo, 2012).

1.4.2.2.7 Cérebro

Trés recetores olfativos, M71, C6, e OR3 foram detetados no cortex cerebral, estando M71 e
C6 expressos na Camada Il de Neurdnios Piramidais Corticais, no pdlo occipital, durante o

desenvolvimento poés-natal do ratinho (NaNa Kang e Jaehyung Koo, 2012).

Adicionalmente foi demonstrado que o recetor da molécula odorante MOL2.3 se encontra

expresso nos ganglios do sistema nervoso autonomo (NaNa Kang e Jaehyung Koo, 2012).

1.4.2.2.8 Intestino

A libertacdo de serotonina pelas células enterocromafins (EC) do intestino é acionada por
substancias presentes no lUmen intestinal, sendo este o evento chave para a regulacdo dos
processos de motilidade e secrecao que ocorrem neste tecido (Thomas Braun, et al., 2007).
Estes autores investigaram a expressao de recetores olfativos expressos nas EC e quais os
ligandos e moléculas odorantes que podem causar a secrecao de serotonina, utilizando linhas

celulares de EC humanas.

Foram identificados quatro recetores olfativos com expressao nas EC (OR73, hOR17-7/11,

OR1G1, hOR17-210) que poderao estimular a libertacao de serotonina.

A serotonina controla a motilidade e processos de secrecao que decorrem no intestino,

estando implicada, também, em condicoes patologicas como vomitos, diarreia e sindrome do



“intestino inflamado”. Desta forma, os ORs sao potenciais alvos para o tratamento de doencas

gastrointestinais e de desordens de motilidade (Thomas Braun, et al., 2007).

1.4.3 Fung¢des dos Recetores Olfativos nos Tecidos Olfativos

Os ORs cumprem um papel crucial na detecdo das moléculas odorantes que sao inaladas a

partir do ar inspirado.

E sabido que alteracdes na estrutura do ligando podem ativar subconjuntos distintos de ORs e,
consequentemente induzir diferentes percecdes do cheiro. Contudo sao necessarios mais
testes funcionais para se perceber como é que este grupo de recetores tem a capacidade de

discriminar entre uma enorme variedade de quimicos ambientais (DeMaria e Ngai 2010).

Para além das capacidades de detecdo e de discriminacao de odores, os ORs desempenham
uma importante funcdo fazendo o direcionamento dos axdnios dos OSNs para o seu correto

glomérulo olfativo, no bulbo olfativo (Itakura, Ohno et al., 2006; DeMaria e Ngai 2010).






Sabe-se que os constituintes proteicos da via olfativa ja foram encontrados em diversos
tecidos, que nao o epitélio olfativo, como a placenta, o coracdo em desenvolvimento, o
rim, os pulmdes, a lingua (Nathalie Ferrand et al., 1999; Itakura S. et al., 2006; Pluznick,
Zou et al., 2009; NaNa Kang e JaeHyung Koo, 2012), entre outros. Contudo e apesar de
ser conhecido o papel quimiossensorial dos ORs fora do EO, a importancia destes dados

ainda nao esta completamente elucidada.

Desta forma, o presente trabalho tem como principal finalidade analisar a expressao das
proteinas que constituem a via da transducdo de sinal olfativa no trato gastrointestinal,
particularmente no intestino de rato. Assim, pretendeu-se saber se as vias de sinalizacao dos
ORs sao usadas pelas células intestinais para responder a alteracbes na composicao dos
conteldos do lUmen do trato gastrointestinal. Neste projeto analisou-se a expressao de alguns
componentes da via de transducao olfativa: AC3, Gaolf e os recetores olfativos OR19, OR63,
OR600, OR620/624 e OR1496, em diferentes regioes do trato gastrointestinal.

A analise da expressao foi realizada, ao nivel de mRNA, por RT-PCR, utilizando EO e duodeno
de rato. Ao nivel proteico, a analise da expressao foi efetuada por Western Blotting (WB) em
extratos de proteina total de duodeno, jejuno e ileo de rato e por Imunohistoquimica (IMQ ou

IHC) em cortes histoldgicos de duodeno, jejuno, ileo e colon de rato.






3.1 Animais e Recolha de Tecidos

Neste trabalho foram utilizados ratos adultos Wistar Han, machos e fémeas, cujos pesos
variavam entre 200 e 300 gramas. Estes animais foram mantidos a temperatura ambiente com

ciclos de luz/escuridao de 12 horas, com alimentacao e agua disponiveis ad libitum.

A sua manipulacao foi executada segundo as normas recomendadas pela Unido Europeia
(Diretiva/63/EU/2010). Os animais foram anestesiados com cetamina/xilazina (2:1),
100uL/100g do peso do animal e, seguidamente, foram sacrificados por decapitacao, tendo-se

feito a colheita de EO e das diversas regides de intestino.

O epitélio olfativo foi recolhido através do palato do animal, fazendo-se uma incisao entre a
primeira e a segunda crista do palato, como ilustrado na figura 11. Para a recolha do

intestino, foi efetuada uma incisao ao longo de toda a cavidade abdominal.

Apds a recolha, os tecidos foram fixados numa solucdo de paraformaldeido (PFA) a uma
concentracao de 4% (Panreac), para posterior preparacao de laminas com cortes histoldgicos
e/ou congelados em azoto liquido e conservados a -80°C para posterior extracao de proteina
total e de RNA total.

papila incisiva

primeira crista do palato
segunda crista do palato

Figura 11. llustracdo do local de incisao para efetuar a extracao de epitélio olfativo. Adaptado de Uraih
e Maronpot, 1990.



3.2 Extracao de RNA total de EO e de Intestino de Rato

A extracao de RNA é essencial para execucao de diversas analises de expressao génica, tais
como o PCR em tempo real, “microarrays”, construcao de bibliotecas de cDNA, entre outras.
Para a obtencédo de bons resultados, € vital que as amostras de RNA estejam puras e na sua
forma mais integra possivel, pois as moléculas fragmentadas originam dados de baixa

qualidade e pouco confiaveis, em especial em técnicas quantitativas.

Uma das maiores preocupacdes durante o procedimento de extracdo de RNA é a sua
degradacao por acao das RNAses - enzimas extremamente resistentes a diversos tratamentos,
incluindo os tratamentos térmicos. Por outro lado, a molécula de RNA é extremamente labil e
por esta razao as manipulacbes para extracao de RNA sao efetuadas a 4°C, para que a

molécula de RNA se mantenha estavel.

O procedimento de extracao de RNA total inicia-se com a adicao de Trizol ou reagente TRI
(Sigma-Aldrich, Inc), que consiste numa solucao monofasica de fenol e de isotiocianato de
guanidina e cuja funcao é efetuar a lise celular de forma a libertar para a solucdo o RNA sem

que a sua integridade seja comprometida.

Contudo, e tendo em conta as carateristicas do EO e do Intestino foram realizados alguns
passos prévios a lise celular. Assim, antes de efetuar a lise celular de intestino e
imediatamente apds a recolha do tecido, as diferentes porcdes do intestino foram colocadas
em solucao RNAlater (Ambion) de forma a prevenir a degradacao das moléculas de RNA. Ao
fim de 12 horas de incubacao a 4°C, os diferentes tecidos foram retirados da solucao
estabilizadora de RNA, congelados em azoto liquido e armazenados a -80°C até a sua
utilizacdo. No caso do EO, por este possuir um epitélio com camada mucosa e uma matriz
extracelular extensa, este tecido sofreu, apés congelamento em azoto liquido, uma trituracao
mecanica com um pildo e almofariz; finalizada a trituracdo mecanica, o tecido foi recolhido

para um novo microtubo de 1,5 mL.

Apods os passos prévios que os tecidos sofreram, foi efetuada a adicdo de Reagente TRI,
seguida de uma homogeneizacdo com a ajuda de um minipilao, uma incubacédo a temperatura
ambiente de 5 minutos e uma centrifugacao a 12000g durante 10 minutos a 4°C (Mikro 200R,
Hettich Zentrfugen). O volume de Reagente TRI a utilizar é calculado em funcdo da massa de

tecido ou nimero de células que se pretende manipular.

De seguida, foi efetuada uma adicdo de cloroformio (Merck) que permite, apdés uma
centrifugacdao a 14000g durante 15 minutos a 4°C, remover de residuos de fenol, bem como
efetuar a separacao da solucdo em trés fases: a fase organica, de cor rosa, que contém as

proteinas desnaturadas, a interfase e a fase aquosa, transparente, onde se encontra o RNA.

A fase aquosa foi recolhida para novos microtubos de 1,5mL e adicionou-se isopropanol

(Fisher) que possibilita a precipitacdo do RNA apés uma incubacdo de 10 minutos a



temperatura ambiente, para que este possa ser recuperado. Este método permite, ainda, que

apos remocao da fase aquosa, se recupere DNA e proteinas por precipitacdo sequencial.

Os volumes de cloroférmio e de isopropanol a adicionar sdo calculados em funcdao da

quantidade de reagente TRI utilizado em cada tecido.

De seguida foi efetuada uma centrifugacao a 14000g durante 10 minutos a 4°C. No final,
removeu-se o sobrenadante e efetuaram-se lavagens do RNA em etanol frio 75% em agua

DEPC (dietilpirocarbonato - € um agente alquilante e, também, inibidor de RNAases).

Apos as lavagens, o sedimento de RNA foi deixado secar ao ar e sua reidratacao foi realizada
utilizando agua DEPC, seguida de uma incubacao a 50°C durante 2 minutos (SBH130D, Stuart),

para ajudar a solubilizacdo do sedimento.

Apdés o procedimento de extracdo, analisou-se a integridade do RNA através de uma
eletroforese em gel de agarose a 1%, em que um RNA integro deve apresentar duas bandas
distintas, banda 28S e banda 18S, sendo que a primeira deve ter aproximadamente o dobro da

intensidade da segunda banda.

A quantificacdo do RNA total foi efetuada num espetrofotometro (NanoPhotometerTM,
Implen), onde foi medida a absorvancia a 260nm. O racio ideal das absorvancias
260nm/280nm, para a amostra de RNA, deve encontrar-se entre 1,8 e 2,1. Racios inferiores a

1,8 poderao ser indicadores de contaminacao da amostra de RNA com proteinas e/ou fenol.

3.3 Sintese de cDNA (RT-PCR) a partir de RNA extraido
de EO e de Intestino de Rato

A sintese de cDNA consiste numa reacdo enzimatica que possibilita a obtencao de uma cadeia
dupla de DNA, a partir de RNA total de um determinado tecido, que é complementar a

sequéncia de RNA em causa.

Antes de se proceder a sintese de cDNA, o RNA extraido de Intestino e de EO foram sujeitos a
um pré-tratamento com a enzima DNAse | (AMPD1, Sigma-Aldrich, Inc) de forma a degradar
qualquer molécula de DNA gendmico, contaminante, que pudesse estar presente nas

amostras.

Para tal foram efetuados duplicados de cada amostra em estudo (intestino e EQ): um
microtubo com e outro sem transcriptase reversa para controlo de contaminacao de DNA
genomico. Adicionou-se a cada microtubo o volume equivalente a 1mg RNA, 1uL de Reaction
Buffer 10X, 1uL DNAse | (1U/pL) e agua DEPC até perfazer um volume final de 10pL.

De seguida, agitou-se gentilmente a solucdo sem vortexar pois a enzima DNAse | é

extremamente sensivel. Assim, a agitacao foi realizada por sucessivas pipetagens, seguidas de



uma centrifugacao e os microtubos foram colocados no termociclador (T Professional Basic

Gradient, Biometra) durante 15 minutos, a 25°C, e em seguida no gelo.

Adicionou-se 1pL de Stop Solution (EDTA 25mM) cuja funcdo é quelatar os ides calcio (Ca*') e
magnésio (Mg?*) e assim inativar a enzima DNAse |. De seguida, os microtubos foram colocados
no termociclador e aquecidos a 70°C durante 10 minutos, de forma a desnaturar a DNAse | e 0

RNA e colocados em gelo.

A sintese de cDNA é alcancada pela utilizacdo da enzima transcriptase reversa, que a partir
de um oligonucleotideo iniciador, é capaz de sintetizar uma cadeia de DNA tendo por base a
molécula de RNA, originando-se no final da reacdo uma molécula em cadeia dupla que pode,

posteriormente, ser amplificada através de PCR convencional.

Desta forma, para a sintese de cDNA foram preparadas duas misturas - Mix1 e Mix2 - cujo

volume é referente ao nUmero de amostras usadas mais uma (n+1).

A Mix1 era constituida por “random primers” (0,09 unidades/pL, a uma OD de 260, em 3mM
Tris-HCL, pH=7 e 0,2mM EDTA, Invitrogen) e por desoxinucleotideos trifosfato (ANTP’s) (a uma
concentracao final de 10mM, nzyTech). A Mix2 consistia em tampao First Strand 5x (50mM
Tris-HCL, 75mM KCl e 3mM MgCl, (Finnzymes) e em DTT (a concentracao final de 0,008mM).

O procedimento de sintese de cDNA inicia-se com a desnaturacao da molécula de RNA, a
65°C, seguindo-se a hibridacdo dos iniciadores (hexonucleotideos de sequéncia aleatodria

designados “random primers”) ao RNA, a 37°C, terminando com a polimerizacao a 70°C.

Assim, apos o tratamento das amostras de RNA com a enzima DNAse |, foram adicionados a
cada amostra, 4uL da Mix1 e os microtubos foram colocados no termociclador durante 5

minutos a 65°C e em seguida no gelo.

Seguidamente, adicionaram-se 6L da Mix2 e incubaram-se os microtubos durante 2 minutos a
37°C. Finalmente adicionou-se, aos microtubos devidos, 1uL de enzima M-MLV RT (200U/pL,
Invitrogen) e colocaram-se os microtubos durante 10 minutos a 25°C, 50 minutos a 37°C e, por

fim, 15 minutos a 70°C.

3.4 Amplificacdo enzimatica de DNA (PCR Convencional)

Para estudar a expressao dos genes ACIIl e Gaolf no EO e no Intestino de rato, ao nivel do
RNA, foi utlizada a técnica de PCR Convencional, com “primers” especificos cujas sequéncias
se encontram representadas na tabela 1. Como controlo positivo da reacao de PCR foi

utilizado cDNA de EO de rato, tecido onde é sabido que os genes em estudo sdao expressos.



Tabela 1. Sequéncias dos primers AC3 e Gaolf utilizados nas reacées PCR

Designacao Primer Sequéncia do Primer
“FW” CTGGCAGTATGATGTATGG
AC3
“RV” AGGCAATGATGAGGTAGG
“FW” GAAGCAGTTGCAGAAAGAGC
Gaolf “RV” TGGGAATATTCAAAGTCAGT

As reacdes de PCR foram efetuadas com 1,5puL de cDNA sintetizado a partir de Intestino ou de
EO de rato. Num volume total de 25pL juntou-se: 2,5uL de tampao da Taq 10X (nzyTech), 1uL
de dNTPs (a uma concentracao final de 10mM, nzyTech), 1,5uL de MgCl, a 3mM (nzyTech),
0,4pmol de cada “primer” (FW e RV) da AC3 e Gaolf (tabela 1) e 0,4U Tag DNA polimerase

(nzyTech); perfez-se o volume final com agua estéril.

As reacoes de PCR foram realizadas no termociclador com o seguinte programa: 5 minutos a
95°C seguindo-se 40 ciclos, de 30 segundos a 95°C, 45 segundos a um gradiente de
temperatura e 1 minuto a 72°C. Por fim, foi, ainda, realizado um passo de extensao final da

reacao durante 5 minutos a 72°C.

Para estudar a expressao dos genes que codificam ORs presentes no intestino de rato, ao nivel
do RNA, foi utlizada a técnica de PCR Convencional, utilizando “primers” degenerados

(Thomas Braun, et al., 2007) cujas sequéncias se encontram representadas na tabela 2.

Tabela 2. Sequéncias de primers consensus conOR e tamanho do fragmento obtido nas reacées de PCR.

Designacdo  Primer Sequéncia do Primer Tamanho

“Fw” TGG C5T A(CT)G A(CT)(AC) G5T (AT)(CT)G T5G C
conOR 525pb
“RV” (AG)AA 5GG (AG)TT (AGCT)AG CAT (AGCT)GG

Apos a otimizacao das condicbes de reacao de PCR, foi eleita uma temperatura de hibridacao
de 55°C e uma concentracao final de 3mM de MgCl,. O resultado das reacdes de PCR foi

analisado por eletroforese em gel de agarose a 1%.



3.5 Purificacao de Produtos de PCR para Clonagem em pGEM-T

Para purificar os fragmentos amplificados por PCR utiliza-se um kit comercial.

O kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) baseia-se na capacidade que o DNA
possui para ligar-se a membranas de silica, na presenca de sais caotropicos. Apos eletroforese
para separar os fragmentos de DNA, a banda(s) de interesse é excisada e dissolvida na

presenca de isotiocianato de guanidina (Membrane Binding Solution).

Alternativamente, apds a amplificacdo, o produto PCR é adicionado a Membrane Binding

Solution e diretamente purificado.

Depois de lavar o fragmento de DNA isolado ou um produto de PCR, o DNA é eluido em agua.

3.5.1 A partir de produtos de PCR conOR de Intestino de rato

Apos otimizacao das condicoes de PCR com os primers degenerados, os produtos de PCR foram
purificados com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega, de forma a serem

processados para futuros procedimentos de clonagem e sequenciacao.

De seguida, foi efetuada uma eletroforese em gel de agarose 1% para a verificacao da

presenca do produto purificado.

3.6 Clonagem dos produtos de PCR em pGEM-T Easy

O vetor pGEM-T Easy (Promega, Madison, USA) é um sistema conveniente para a clonagem de
produtos de PCR. O vetor é preparado, pelo fabricante, por digestdao do vetor pGEM-T Easy
com EcoR V, e a adicdo de timidina em ambas as regides terminais 3’. Esta saliéncia nas
extremidades terminais 3’ com timidina melhora em muito a eficiéncia da ligacdo dos
produtos de PCR aos plasmideos, pois as extremidades salientes impedem o plasmideo de
recircularizar e ao mesmo tempo fornecem extremidades compativeis com os produtos de
PCR, que possuem uma extensao adenosil (As) na extremidade 3’ gerada pela Taq DNA

polimerase (Mezei e Storts, 1994).

O vetor pGEM-T Easy contém os promotores T7 e SP6 que flanqueiam a regido de miltipla
clonagem que codifica a enzima B-galactosidase. A inativacdao do gene codificante desta
enzima, devido a insercdao do produto de PCR, permite identificar diretamente os clones

recombinantes pela cor branca das colonias, em placas de cultura contendo X-Gal.



3.6.1 Ligacao dos fragmentos de DNA ao vetor

A um microtubo de 1,5mL foi adicionado, pela seguinte ordem, 1uL de vetor pGEM-T Easy
(Promega, Madison, USA), 5uL de tampao de ligacdo rapida 2x (Tris-HCl 60mM; pH=7.8; MgCl,
20mM; DTT 20mM; ATP 2mM; PEG 10%), 3uL de amostra de DNA purificado e 1uL de T4 DNA

ligase. A reacdo de ligacao decorreu durante 1:30h, a temperatura ambiente.

3.6.2 Transformacao de E.coli com DNA plasmidico

Os plasmideos podem ser introduzidos em células bacterianas pelo processo de
transformacdo. As bactérias que podem ser transformadas, isto é, aquelas que podem

absorver o DNA, sao chamadas de bactérias competentes.

Algumas bactérias sdao naturalmente competentes. Outras podem tornar-se competentes
através de tratamento quimico ou fisico. Depois de a bactéria absorver o DNA plasmidico, fica
com a capacidade de expressar os genes de resisténcia a novos antibidticos conforme a
instrucao dada pelo novo DNA. Bactérias que expressam novas proteinas, desta forma, sao
ditas “transformadas”. Novas copias do plasmideo sao sintetizadas pelas enzimas de
replicacdo do DNA da célula e transferidas as células-filhas a medida que a bactéria se

multiplica. Este processo permite obter grandes quantidades do gene clonado (Videira, 2001).

Apds a transformacdo por plasmideos que contém genes de resisténcia a antibioticos, a
bactéria transformada pode ser selecionada pelo plagueamento em meio que contém of(s)
antibiotico(s). Somente as bactérias que expressam os genes de resisténcia a novos
antibidticos (bactérias transformadas) podem formar colénias nas placas com antibioticos.
Este método de selecdo de transformantes constitui uma grande vantagem, pois
normalmente, a transformacdo ndao é muito eficiente. Numa experiéncia classica, menos de

uma célula em 1000 sera transformada (Videira, 2001).

3.6.2.1 Transformacao de E.coli com DNA plasmidico

Para esta etapa foi utilizada uma aliquota de bactérias competentes (E. coli XL1B, congeladas
a -80°C), a qual foram adicionados 10pL da ligacdo de clonagem. Apds incubacao em gelo

durante 35minutos, procedeu-se ao choque térmico a 42°C durante 2 minutos.

De seguida, plaqueou-se uma placa LB/Agar com X-Gal (80ug/mL), IPTG (0,5mM) e ampicilina
(100ug/mL). Incubou-se na estufa a 37°C, durante a noite. Apds a incubacao, foi efetuada a

contagem do niimero de coldnias brancas e colonias azuis existentes na placa.



3.6.3 Cultura, em meio liquido, dos clones recombinantes

Uma das carateristicas dos plasmideos como vetores € a possibilidade de, durante o processo
de clonagem, distinguir e selecionar diretamente bactérias que contém plasmideos
recombinantes das bactérias que contém plasmideos intatos. Isto porque, em muitas
situacdes, ha uma grande probabilidade de o vetor se religar em vez de ligar a molécula de
DNA que se pretende clonar. A estratégia utilizada normalmente é a de construir vetores cujo
local de clonagem multipla (LCM) se encontra dentro de um gene que determina uma dada
atividade diretamente mensuravel. Quando é inserido um fragmento de DNA nesse local, o
gene é interrompido e perde a atividade. O plasmideo pGEM-T Easy contém o gene
codificante da B-galactosidase (LacZ), uma enzima capaz de converter um substrato
cromogénico (X-Gal) num produto de cor azul. Num meio de cultura contendo X-Gal, as
bactérias transformadas com o plasmideo pGEM-T Easy intato apresentar-se-ao azuladas
devido a atividade da enzima B-galactosidase. As bactérias transformadas com os plasmideos
recombinantes, em que a insercao do DNA destruiu o gene LacZ, permanecerao
esbranquicadas. Para que o processo de selecao acima descrito ocorra, coloca-se IPTG no

meio de cultura, que funciona como um indutor da expressao da B-galactosidase.

3.6.3.1 Cultura, em meio liquido, dos clones recombinantes

Para efetuar a cultura dos clones recombinantes, em meio liquido, foram utilizados falcons
contendo 2mL meio de cultura LB-broth com ampicilina (100ug/mL). Para estes, foi
transferida uma coldnia branca em cada, seguindo-se uma incubagao a 37°C numa estufa com

agitacao orbital (250rpm), durante a noite.

3.6.4 Purificacao dos plasmideos recombinantes

A lise alcalina em combinacao com o detergente dodecilsulfacto de sodio (SDS) tem sido
usada desde ha mais de 20 anos para isolar DNA plasmidico da E. coli. A utilizacdo de
detergentes fortemente anionicos a valores de pH elevados quebra as paredes celulares das
bactérias, desnatura o DNA cromossoémico e proteinas, e liberta o DNA plasmidico para o
sobrenadante. Embora a solucao alcalina desnature completamente o DNA, as cadeias de DNA
circular (plasmideos) sdo incapazes de se separarem uma da outra porque elas sdo

topologicamente entrelacadas (Sambrook e Russell, 2001).

Durante a lise, as proteinas bacterianas, a parede celular quebrada e o DNA cromossomico
desnaturado formam grandes complexos revestidos pelo SDS. Estes complexos sao facilmente
precipitados quando os ides de sodio sao substituidos por ides de potassio. Depois de o
material desnaturado ter sido removido por centrifugacdo, o DNA plasmidico pode ser

recuperado do sobrenadante (Sambrook e Russell, 2001).



Para purificar os plasmideos recombinantes utiliza-se um kit comercial, baseado no método
alcalino. O kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) foi desenvolvido

para purificar DNA plasmidico a partir de uma cultura de bactérias de E. coli.

3.6.4.1 Purificacdo dos clones recombinantes

0 passo de purificacao foi efetuado com um kit baseado na técnica de lise alcalina - Wizard®
Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) - seguindo as instrucoes indicadas pelo

fabricante.

3.6.5 Digestao enzimatica dos plasmideos recombinantes

Os estudos de engenharia genética sao possiveis devido a existéncia de uma classe especial de
enzimas que “cortam” o DNA. Essas enzimas designam-se enzimas de restricao ou
endonucleases de restricdo. As enzimas de restricao sdao proteinas produzidas por bactérias
para prevenir ou restringir a invasao de um DNA estranho. Elas atuam como “tesouras” de

DNA, cortando o DNA invasor em diversos fragmentos.

As enzimas de restricao reconhecem e cortam sequéncias especificas ao longo da molécula de
DNA, nos chamados sitios de restricdo. Cada enzima de restricao tem a sua propria sequéncia
de reconhecimento. Em geral, um sitio de restricao € formado por uma sequéncia de 4-6pb,

designado palindroma ou sequéncia palindromica.

A EcoRl, utilizada neste trabalho para verificar a clonagem do fragmento de interesse, corta
cada cadeia de DNA na sequéncia GAATTC, entre as bases G e A, originando 2 extremidades

coesivas.

3.6.6.1 Digestdao de plasmideos recombinantes e eletroforese em gel de
agarose para verificacdo da digestdao enzimatica
Em microtubos de 1,5mL adicionou-se 8uL de DNA, 2uL de tampao 10x, 1uL de EcoRl e 9L de

agua estéril e incubou-se num banho a 37°C durante 1hora. De seguida, foi efetuada uma

eletroforese em gel de agarose a 1%, a fim de verificar o resultado da digestao enzimatica.



3.7 Imunohistoquimica em cortes histolégicos de EO e
de Intestino de Rato para detecao de AC3, Gaolf, OR19,
OR63, OR600, OR620/624 e OR1496

A técnica de imunohistoquimica (IMQ ou IHC) possibilita a avaliacao da expressao de proteinas
em cortes histologicos, e permite a sua localizacdo e distribuicdo celulares. Esta técnica tem
por principio base a interacdo anticorpo-antigénio, de forma a detetar a proteina de

interesse, podendo o método de detecao ocorrer direta ou indiretamente.

O procedimento de IMQ iniciou-se pela desparafinacao dos tecidos em xileno durante 10
minutos a temperatura ambiente dos cortes histologicos de EO e das diversas regides do
intestino (duodeno, jejuno, ileo e colon). De seguida os cortes histologicos foram hidratados
através de sucessivas passagens por solucoes de concentracdes decrescentes de etanol (etanol
100% (v/v), etanol 95% (v/v) e etanol 80% (v/v)). Por fim, os cortes histologicos foram

passados por agua corrente durante 10 minutos.

A preparacao correta do tecido, desde a extracao, fixacao, desidratacao, parafinacao e corte
do mesmo, é fundamental para o bom funcionamento da técnica. Varios tecidos necessitam
que se efetue um passo de recuperacao antigénica, pois durante o procedimento de fixacao
do tecido as laminas podem ocorrer ligacdes cruzadas entre proteinas, mascarando os
epitopos antigénicos e impedindo que estes sejam detetados pelo anticorpo primario, o que

diminui a eficacia da técnica.

Desta forma, foi realizado um passo de recuperacao antigénica de todos os tecidos, através
do método térmico, onde foi utilizado tampao citrato de sodio 10mM, pH=6, diluido em

tampao fosfato salino (PBS), a 90°C, durante 30 minutos.

Neste projeto o método de detecao usado foi a detecdo indireta onde o anticorpo primario
liga-se especificamente a proteina em estudo e o anticorpo secundario - que possui elevada
afinidade para o anticorpo primario - encontra-se biotinilado. A biotina € uma molécula da
classe das vitaminas para a qual o complexo ExtrAvidin-Peroxidase possui elevada afinidade. A
reacdo catalisada pela peroxidase usa o peroxido de hidrogénio - H,0, - como substrato e a
diaminobenzidina - DAB - como dador de eletrées. A formacao do complexo enzima-substrato
induz a oxidacado da diaminobenzidina promovendo a sua precipitacao, originando-se uma

coloracao castanha sobre a proteina em estudo.

Assim, efetuou-se um primeiro bloqueio das peroxidase endogenas com H,0, a 3%, durante 10
minutos a temperatura ambiente, seguindo-se um segundo bloqueio com albumina sérica
bovina (BSA) 1% e soro fetal bovino (FBS) 5%, diluidos em PBS 1X, durante 40 minutos a
temperatura ambiente, com a finalidade de inibir as imunoglobulinas endogenas, para que

estas nao interajam de forma inespecifica com o anticorpo secundario.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
http://pt.wikipedia.org/wiki/Vitamina

Todas as incubacdes a que as laminas histologicas foram sujeitas, realizaram-se numa camara
humida para evitar que o tecido ficasse seco. As lavagens do tecido sdo efetuadas com PBS
com Tween 20, um detergente que ajuda a lavar e a remover o anticorpo primario excedente,

evitando a formacao de uma tonalidade de fundo que mascare os resultados.

Os anticorpos primarios utilizados para a marcacao das proteinas em estudo neste trabalho,

bem como as diluicdes utilizadas, encontram-se apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Anticorpos primarios utilizados para a detecao das proteinas AC3 e Gaolf e dos Recetores
Olfativos em Intestino e EO de Rato, pela técnica de Imunohistoquimica.

Proteina Anticorpo primario Diluicao
usada na
IMQ
AC3 anti-adenilciclase Il (C-20: sc-588, Santa Cruz Biotechology, Inc.) 1:100
Gaolf anti-gnal (ab 74049, Abcam) 1:1000
OR19
anti-olfactory receptor 19 (ab 101619, Abcam) 1:500
(MOR 140-1)
OR63
anti-olfactory receptor 63 (ab 101618, Abcam) 1:1000
(MOR 267-1)
OR600
anti-olfactory receptor 600 (OSR00208W, Osenses) 1:500
(MOR 39-1)
OR620/624
anti-olfactory receptor 620/624 (OSR00198W, Osenses) 1:500
(MOR 4-1/4-2P)
OR1496
anti-olfactory receptor 1496 (ab 69187, Abcam) 1:500
(MOR 167-1)

Para a marcacao das proteinas AC3, Gaolf, OR19, OR63, OR600 e OR620/624 e OR1496 foram
usados os anticorpos primarios apresentados na tabela 3, segundo as diluicdes indicadas,

diluidos em PBS 1X com BSA 1% e FBS 5%. A incubacado decorreu overnight a 4°C.

Para a AC3 e Gaolf, apos a incubacdo decorrida durante a noite, os cortes histologicos foram
lavados com PBS-T 0,1% seguindo-se uma incubacao, de 1 hora a temperatura ambiente, com
o anticorpo secundario biotinilado, anti-rabbit IgG (Sigma Life Science) diluido em PBS 1X com
BSA 1% e FBS 5%, (1:20). No caso dos ORs foi efetuada a lavagem dos cortes com PBS-T 0,1%
seguindo-se a incubacdo, durante 1hora a temperatura ambiente, com o anticorpo

secundario, Link biotynilated secundary antibodies AB2, Dako REAL™, Dako.



Posteriormente, foram feitas lavagens com PBS-T 0.1%, tendo-se, de seguida, realizado a
incubacdao com ExtrAvidin-Peroxidase (0,5 mg/ml, Sigma Life Science), 1:20 em PBS 1X com

BSA 1% e FBS 5%, durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Apds esta incubacao foram realizadas lavagens das laminas histoldgicas, seguidas de uma
incubacao com DAB 50X (Dako REAL, Dako) dissolvido em tampao de diluicao de DAB (HRP

substrate buffer, ChemMate, DakoCytomation), durante 2 a 4 minutos.

Os cortes histoldgicos foram lavados com agua corrente, seguindo-se a coloracao nuclear com

hematoxilina de Mayer.

Em todas as IMQs realizadas foi utilizado um controlo negativo que era constituido por uma
ldmina do mesmo tecido em estudo, onde se realizou todo o procedimento de igual forma,

com excecdo da incubacéo realizada com o anticorpo primario.

Para finalizar, os cortes histologicos foram desidratados, com concentracdes crescentes de
etanol (etanol 70% (v/v), etanol 95% (v/v) e etanol 100% (v/v)), parafinados em xileno e
montados utilizando o meio de montagem Entellan (Merck). Por fim, os cortes histoldgicos

foram observados ao microscopio (Axio Imager A1) nas ampliacoes de 10X e 40X.

3.8 Extracao e Quantificacao de Proteina Total de EO e
de Intestino de Rato

Para efetuar a extracdo da proteina total a partir de tecidos, utiliza-se meio de lise
completo, que varia de acordo com as carateristicas das proteinas que se pretendem extrair.
0 meio de lise utilizado neste trabalho laboratorial era constituido por: NP40 1%, Desoxicolato

de sadio 0,5%, SDS 0,1% e os inibidores de proteases PMSF 1%, aprotinina 3% e Leupeptina 1%.

Os duodenos, jejunos e ileos obtidos a partir de ratos Wistar Han foram lisados com 1mL de
meio de lise incompleto - 1% de NP40, 0,5% de Desoxicolato de sodio, 0,1% SDS - ao qual se
adicionou um cocktail de inibidores de proteases (10uL/mL meio de lise incompleto
utilizado), triturados e homogeneizados com o auxilio do Ultra Turrax T25 Basic (IKA®
WERKE). Seguidamente, efetuou-se uma centrifugacdao de 5 minutos a 14000g, a 4°C e

recuperou-se o sobrenadante para novos microtubos.

A metodologia utilizada para a extracao de EO foi a mesma que a descrita para o intestino,
tendo-se alterado apenas com um passo prévio de congelacdo em azoto liquido seguida de

uma trituracdo mecanica com pildo e almofariz para destruir a extensa matriz extracelular.

A quantificacdo de proteina total extraida das diversas regides de intestino e EO foi
determinada pelo método de Bradford (1976), num leitor de microplacas (2020, Anthos), onde
€ tracada uma reta de calibracdo por leitura da absorvancia a 595 nm, de uma diluicao

sucessiva de amostras de BSA.



0 método de Bradford tem por principio base o fato de o corante Azul Brilhante de Coomassie
G250 mudar de cor em condicbes acidas e se ligar principalmente aos residuos basicos e

aromaticos das proteinas, convertendo-se para a sua forma anidnica, de cor azul.

A 595nm, este corante apresenta uma absorvancia maxima, que é proporcional a quantidade

de proteina presente na amostra em estudo.

Apos quantificacdo dos extratos de proteina total, estes foram guardados a -80°C.

3.9 Western Blotting em extratos proteicos de EO e de
Intestino de Rato para detecao de AC3, Gaolf, OR19,
OR63, OR600, OR620/624 e OR1496

A técnica de Western Blotting ou imunoblotting possibilita efetuar a detecdo e quantificacao
relativa de uma determinada proteina, partindo de extratos de proteina total. O principio
base deste método depende da reacdo entre anticorpo com o epitopo antigénico da proteina

que se pretende estudar, a qual se encontra imobilizada sobre uma membrana.

Para o primeiro passo de Western Blotting juntou-se num microtubo de 1,5mL um volume de
amostra equivalente a 50ug de proteina total e agua até perfazer um volume de 20pL. De
seguida adicionou-se 5uL de tampao de deposicdo (2% SDS, um detergente anionico que
confere carga negativa as proteinas, 5% B-mercaptoetanol, um agente desnaturante que é
responsavel por quebrar as ligacdes dissulfureto das proteinas, 25% glicerol que confere
densidade a amostra, 0,01% Azul de bromofenol que confere cor azul as amostras de forma a
facilitar a observacao da migracao durante a eletroforese, em Tris-HCl, que é responsavel por
manter o pH da solucdo estavel a 62,5mM, pH=6,8) e os extratos proteicos foram
desnaturados a temperatura de 95°C, durante 5minutos e posteriormente separados, através
de uma eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE), a 10%, e corridos a
90V no caso da AC3 e a 120V no caso dos recetores olfativos e Gaolf. Paralelamente as
amostras, foi corrido um marcador de pesos moleculares com proteinas de peso molecular
conhecido (NZYTech Color Marker Protein Il nzyTech). Este passo possibilita efetuar a

separacao das proteinas de acordo com o seu peso molecular.

Apos a eletroforese, é efetuada uma eletrotransferéncia de forma a transferir as proteinas do
gel para uma membrana de nitrocelulose, embora possam ser utilizadas membranas de outros
materiais. Neste projeto, as proteinas foram transferidas para membranas de PVDF 0,45um de

poro (Amersham), previamente ativadas em metanol 100% e equilibradas em agua miliQ.

Desta forma, apos a eletroforese, o gel foi colocado num dispositivo apropriado, em contato
com a membrana sintética que possui uma elevada afinidade para as proteinas e estes entre

folhas de papel absorvente, formando uma sanduiche. Este conjunto foi colocado dentro de



uma tina com tampdo de eletrotransferéncia CAPS (acido 3-ciclohexilamino-1-
propanosulfénico), e apos aplicacdo de uma corrente elétrica, promoveu-se a transferéncia

das proteinas para a membrana.

O passo de eletrotransferéncia foi efetuado a 290mA, durante 1:30 horas no caso dos
recetores olfativos, 750mA durante 45minutos para a Gaolf e a 750mA durante 1:30 horas no
caso da AC3, tendo-se, seguidamente, bloqueado as membranas com uma solucao BSA 3% em
TBS-T 0,1%, durante 2horas e 30minutos a temperatura ambiente ou com uma solucao de leite
magro em po6 5% diluido em TBS-T 0,05% durante 1:30 horas. A funcdo destas solucbes de

bloqueio é impedir ligacoes inespecificas dos anticorpos as membranas.

Apos o bloqueio, as membranas sdao entdao incubadas com o anticorpo primario, especifico
para a proteina de interesse. A incubacdo das membranas ocorreu durante a noite a 4°C, com

os anticorpos primarios descritos na tabela 4.

Tabela 4. Anticorpos primarios utilizados para a detecao das proteinas AC3 e Gaolf e dos Recetores
Olfativos em Intestino e EO de Rato, pela técnica de Western Blotting.

Proteina Anticorpo primario Diluicao
usada no
WB
AC3 anti-adenilciclase Il (C-20: sc-588, Santa Cruz Biotechology, Inc.) 1:500
Gaolf anti-gnal (ab 74049, Abcam) 1:500
OR19
anti-olfactory receptor 19 (ab 101619, Abcam) 1:500
(MOR 140-1)
OR63
anti-olfactory receptor 63 (ab 101618, Abcam) 1:500
(MOR 267-1)
OR600
anti-olfactory receptor 600 (OSR00208W, Osenses) 1:300
(MOR 39-1)
OR620/624
anti-olfactory receptor 620/624 (OSRO0198W, Osenses) 1:500
(MOR 4-1/4-2P)
OR1496
anti-olfactory receptor 1496 (ab 69187, Abcam) 1:500
(MOR 167-1)

Apds incubacdo das membranas com os respetivos anticorpos primarios efetuaram-se 3
lavagens de 15 minutos com TBS-T 0,1%, seguindo-se a incubacao com o anticorpo secundario
anti-rabbit conjugado com a fosfatase alcalina (GE Healthcare), 1:20000, em TBS-T 0,1%,
durante 1hora a temperatura ambiente, com agitacdo constante e suave para a AC3, Gaolf e

ORs. Foi, também, testado o método de revelacdo por HRP para os ORs sendo a incubacao



com o anticorpo secundario efetuada durante 1 hora a temperatura ambiente com o
anticorpo goat anti-rabbit IgG-HRP (Santa Cruz), 1:20000 em TBS-T 0,05%. As lavagens tém

como funcao remover o excesso de anticorpo presente nas membranas.

Para finalizar, a membrana é incubada com ECF (ECF Western Blotting Reagent Packs, GE
Healthcare), o substrato da fosfatase alcalina, durante 5 minutos, que quando excitado por
uma fonte de luz adequada, emite fluorescéncia, permitindo a detecdo de uma banda. A
revelacdo da membrana é, por este motivo, efetuada por um aparelho de leitura de
fluorescéncia onde a intensidade da banda é diretamente proporcional a quantidade de
proteina presente na amostra. A detecdo das bandas foi realizada no Molecular Imager FX (FX
Pro Plus, Bio-Rad).

Caso se pretenda fazer a quantificacao da proteina em estudo, a imagem é analisada por
densitometria onde se compara a intensidade da banda da proteina em estudo com a de uma

proteina endogena, como a B-atina.

No caso dos ORs testados com o método HRP, as membranas foram incubadas com ECL
(Luminata™ Crescendo Western HRP Substrate) (Millipore) durante 5 minutos, sendo a
revelacao efetuada pelo método de HRP e as membranas expostas a filme de autorradiografia
(Amersham Hyperfilm™ ECL, GE Healthcare).






4.1 Detecao das proteinas AC3 e Gaolf e dos Recetores
Olfativos OR19, OR63, OR600, OR620/624 e OR1496 no
Intestino de Rato por Imunohistoquimica

A analise da expressao dos recetores olfativos, OR19, OR63, OR600, OR620/624 e OR1496 e da
AC3 e Gaolf, proteinas envolvidas na via de transducao olfativa, foi efetuada pela técnica de
IMQ, utilizando cortes histologicos das diferentes regides de intestino (INT) de rato (duodeno,

jejuno, ileo e colon).

A figura 12 mostra as IMQs com marcacao nuclear dos cortes histologicos de epitélio olfativo
(A e B) e das diferentes regides do intestino: DUO (Ce D), JEJ (EeF),IL(GeH)e CL (IeJ)
de rato. Os cortes A e B mostram as diferentes camadas celulares de epitélio olfativo de rato,

usado como controlo positivo da via olfativa, em todo este projeto.

Epitélio
Olfativo

Figura 12. Cortes histologicos de epitélio olfativo (A e B) e de intestino (C-J) de rato com marcacao
nuclear com Hematoxilina de Mayer, utilizados como controlos negativos em todas as IMQs realizadas ao
longo do projeto.



4.1.1 OR19, OR63, OR600, OR620/624 e OR1496 no Intestino de

Rato por Imunohistoquimica

As IMQs com os anticorpos OR19 (MOR 140-1), OR63 (MOR 267-1), OR620/626 (MOR 4-
1/MOR 4-2P) e OR1496 (MOR 167-1) mostraram a presenca destes ORs nos enterdcitos das
vilosidades intestinas e células caliciformes no DUO (A e B), JEJ (Ce D) e IL (E e F), como
apresentado nas figuras 13, 14, 16 e 17, respetivamente. Em todos os casos, a marcacao
aparentemente mais citoplasmatica parece ter alguma expressdao nuclear. Notou-se
claramente um decréscimo na expressdao ao nivel do IL para todos os ORs, exceto para o
OR1496, que apresentou niveis similares de expressao nas diferentes regides do INT delgado.
Adicionalmente, mostrou-se uma baixa expressao de todos os ORs em estudo nos enterocitos
das células caliciformes de colon (CL) (G e H). As imagens 13/14/16/17-1 e 13/14/16/17-J,
mostram a presenca do OR19, OR63, OR600, OR620/624 e OR1496, respetivamente nas

diferentes camadas celulares de EO de rato, que foi utilizado como controlo positivo.

Na figura 15 é possivel observar as IMQs realizadas com o anticorpo OR600 (MOR 39-1) que
mostraram a presenca deste OR nos enterocitos das vilosidades intestinas e células
caliciformes no DUO (A e B), JEJ (C e D) e IL (E e F), parecendo, a expressao proteica ser mais
forte ao nivel do JEJ. E notavel um decréscimo na expressdo ao nivel do IL e a marcacdo
aparentemente mais citoplasmatica, parece ter alguma expressao nuclear, seguindo o mesmo
padrao que os restantes ORs em estudo. Mostrou-se também a presenca deste OR nos
enterdcitos das células caliciformes de coldn (G e H). As imagens | e J mostram a presenca do

OR600 nos cilios e células olfativas de EO de rato que foi usado como controlo positivo.
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Figura 13. Expressao proteica da proteina OR 19 (MOR 140-1) em INT e EO de rato. (A a F) - IMQ de
cortes histologicos de Intestino delgado de rato incubados com anti-Olfactory receptor 19 (1:500) e DAB.
(G e H) - IMQ de cortes histoldgicos de Colon de rato incubados com anti-Olfactory receptor 19 (1:250) e
DAB. (I e J) - IMQ de cortes histologicos de EO de rato incubados com anti-Olfactory receptor 19 (1:750)
e DAB. Marcacao nuclear com Hematoxilina de Mayer.
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Figura 14. Expressao proteica da proteina OR 63 (MOR 267-1) em INT e EO de rato. (A a F) - IMQ de
cortes histoldgicos de Intestino delgado de rato incubados com anti-Olfactory receptor 63 (1:500) e DAB.
(G e H) - IMQ de cortes histoldgicos de Coldn de rato incubados com anti-Olfactory receptor 63 (1:250) e
DAB. (I e J) - IMQ de cortes histoldgicos de EO de rato incubados com anti-Olfactory receptor 63 (1:750)
e DAB. Marcacao nuclear com Hematoxilina de Mayer.
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Figura 15. Expressao proteica da proteina OR 600 (MOR 39-1) em INT e EO de rato. (A a F) - IMQ de
cortes histologicos de Intestino delgado de rato incubados com anti-Olfactory receptor 600 (1:500) e
DAB. (G e H) - IMQ de cortes histologicos de Coldn de rato incubados com anti-Olfactory receptor 600
(1:250) e DAB. (I e J) - IMQ de cortes histoldgicos de EO de rato incubados com anti-Olfactory receptor
600 (1:750) e DAB. Marcacao nuclear com Hematoxilina de Mayer.
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Figura 16. Expressao proteica da proteina OR 620/624 (MOR 4-1/MOR 4-2P) em INT e EO de rato. (A aF)
- IMQ de cortes histologicos de Intestino delgado de rato incubados com anti-Olfactory receptor 620/624
(1:500) e DAB. (G e H) - IMQ de cortes histologicos de Colon de rato incubados com anti-Olfactory
receptor 620/624 (1:250) e DAB. (I e J) - IMQ de cortes histologicos de EO de rato incubados com anti-
Olfactory receptor 620/624 (1:750) e DAB. Marcacao nuclear com Hematoxilina de Mayer.

Jejuno

Illeo




Colén

Epitélio
Olfativo

Figura 17. Expressao proteica da proteina OR 1496 (MOR 167-1) em INT e EO de rato. (A a F) - IMQ de
cortes histoldgicos de Intestino delgado de rato incubados com anti-Olfactory receptor 1496 (1:500) e
DAB. (G e H) - IMQ de cortes histologicos de Coldn de rato incubados com anti-Olfactory receptor 1496
(1:250) e DAB. (I e J) - IMQ de cortes histoldgicos de EO de rato incubados com anti-Olfactory receptor
1496 (1:750) e DAB. Marcacao nuclear com Hematoxilina de Mayer.

4.1.2 AC3 e Goolf no Intestino de Rato por Imunohistoquimica

As IMQs, na figura 18 e na figura 19, realizadas com o anticorpo AC3 e o anticorpo Gaolf,
respetivamente, mostraram a presenca destas duas proteinas nos enterocitos das vilosidades
intestinas e células caliciformes no DUO (A e B), JEJ (C e D) e IL (E e F) de rato. Notou-se
claramente um decréscimo na expressao proteica ao nivel do IL. As imagens 18/19-G e 18/19-
H mostram, respetivamente, revelam a presenca da AC3 e Goolf nas diferentes camadas

celulares de EO de rato, que foi usado utilizado como controlo positivo.
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Figura 18. Expressao proteica da adenilciclase 3 (AC3) em INT e EO de rato. (A a F) - IMQ de cortes
histologicos de intestino de rato incubados com anti-AClll (1:100) e DAB. (G e H) - IMQ de cortes
histologicos de EO de rato incubados com anti-ACIIl (1:750). Marcacdo nuclear com Hematoxilina de

Mayer.
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Figura 19. Expressao proteica da subunidade a da proteina G (Gaolf) em INT e EO de rato. (A a F) - IMQ
de cortes histologicos de intestino de rato incubados com anti-Gnal (1:1000) e DAB. (G e H) - IMQ de
cortes histologicos de EO de rato incubados com anti-Gnal (1:1000). Marcacao nuclear com Hematoxilina
de Mayer.

4.2 Detecao das proteinas AC3 e Gaolf em Intestino de
Rato por Western Blotting

A figura 20 mostra o resultado dos Western blots efetuados com extratos de proteina total de

EO e INT de rato incubados com anticorpos especificos para as proteinas AC3 e Gaolf.

A figura 20-A ilustra a incubacdo com anti-AClIl revelando a existéncia de uma proteina no
DUO com um peso molecular estimado de 55kDa. No caso do EO, a incubacdo com o anticorpo

anti-ACIIl revelou a presenca de duas bandas: uma a 55kDa e outra a 200kDa.



A 245kDa
200kDa
180kDa

MW E0  DUO
63kDa
55kDa
48kDa
B 135kDa 120kDa
100kDa Hhiba
75kDa 75kDa
63kDa —f» 63kDa
MW DUO

Figura 20. Western Blotting de extratos de proteina total de INT e de EO de rato, incubados com os
anticorpos especificos anti-ACIIl (A) e anti-Gaolf (B). MW - Marcador de pesos moleculares; EO - Epitélio
Olfativo; DUO - Duodeno.

Relativamente a incubagdo com o anticorpo anti-Gaolf (figura 20-B) é observada a presenca
de uma banda com um peso molecular aproximado de 63kDa no DUO. Para o EO foram,

reveladas bandas com pesos moleculares aproximados de 75kDa, 85kDa e 120kDa.

4.3 Detecdo dos recetores olfativos OR19, OR63,
OR600, OR620/624 e OR1496 no Intestino de Rato por
Western Blotting

A figura 21 mostra o resultado dos Western blots efetuados com extratos de proteina total das
diferentes regides do INT delgado (DUO, JEJ e IL) e do EO de rato, e incubados com
anticorpos especificos para as proteinas OR19, OR63, OR600, OR620/624 e OR1496.

A figura 21-A ilustra a incubacdo com anti-OR19 revelando a existéncia de uma proteina com

peso molecular aproximado de 69kDa tanto em EO como em DUO.



A figura 21-B mostra a incubacao com anticorpo anti-olfactory 63, revelando a existéncia de
uma proteina no EO e em DUO com um peso molecular proximo de 69kDa e 95kDa. No caso do
EO foi ainda revelada uma banda a 35kDa.

A figura 21-C ilustra a incubacdo com anti-OR600 mostrando a presenca de uma proteina no
DUO, JEJ e IL com um peso molecular aproximado de 35kDa, ocorrendo, ainda, bandas
adicionais a 69kDa para todas as trés regides de INT delgado e a 95kDa para DUO e JEJ.

A figura 21-D ilustra a incubacdo com anti-OR620/624 observando-se a existéncia de uma
proteina de peso molecular aproximado de 30kDa no DUO, JEJ e IL. No caso do JEJ foi

revelada uma banda adicional a 69kDa.

A figura 21-E mostra a incubacao com o anticorpo anti-olfactory 1496, revelando a presenca
de uma proteina com 35kDa nas trés regides do INT delgado (DUO, JEJ e IL).
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Figura 21. Western Blotting de extratos de proteina total de INT de rato, incubados com os anticorpos
especificos anti-OR19 (A), anti-OR63 (B), anti-OR600 (C), anti-OR620/624 (D) e anti-OR1496 (E). MW -
Marcador de pesos moleculares; EO - Epitélio olfativo; DUO - Duodeno; JEJ - Jejuno; IL - Ileo.

4.4 Expressao dos genes OR por PCR Convencional com

“primers” degenerados

Apos otimizacado das condicdes de PCR com primers degenerados (conOR - primers consensus
para ORs), foi obtida uma banda de aproximadamente 525pb. Os resultados parecem mostrar

que existe expressao de ORs, ao nivel do mRNA, no DUO de rato (figura 22).

Os produtos de PCR foram purificados com o Kit Wizard® SV Gel end PCR Clean-Up System
(Promega), clonados em pGEM-T Easy, enviados para sequenciar a Stabvida Portugal, e

aguardamos os resultados da sequenciacao.
MW DUO

1000pb

600pb

500pb ~525pb

300pb
200pb

Figura 22. Eletroforese em gel de agarose a 1%, coloracdo com GreenSave, do produto de PCR com os
primers conOR. MW - Marcador de Peso Molecular; DUO - Duodeno: 10pL de produto de PCR.



4.5 Expressao génica de Gaolf por PCR Convencional com

“primers” especificos

Apds a otimizacao das condicdes de PCR utilizando primers especificos para a Gaolf, foi
obtida uma banda de aproximadamente 300pb. Desta forma, os resultados parecem mostrar

que existe expressao, ao nivel do mRNA, da proteina Goolf, no DUO de rato (figura 23).

O produto de PCR foi enviado para sequenciar a Stabvida Portugal, e aguardamos os
resultados da sequenciacao.

MW DUO

300pb ~300pb

200pb

Figura 23. Eletroforese em gel de agarose a 1%, coloracao com GreenSave, do produto de PCR com os
primers especificos para a Goolf. MW - Marcador de Peso Molecular; DUO - Duodeno: 10uL de produto de
PCR.






A via da transducao olfactiva ja foi identificada em varios tecidos, que nao o epitélio olfativo,
como o rim, a placenta, o coracdo em desenvolvimento, os pulmdes, o baco, a lingua, o
encéfalo, os espermatozoides (Itakura S. et al., 2006; Pluznick, Zou et al., 2008; NaNa Kang e
JaeHyung Koo, 2012), o pancreas e o figado (NaNa Kang e JaeHyung Koo, 2012). Todos estes

tecidos, tal como o intestino, sao tecidos de barreira que respondem a estimulos externos.

Pluznick e seus colaboradores (2008) desenvolveram um estudo no rim, para averiguar a
expressao de algumas proteinas chave da via da transducdo olfativa neste tecido e a sua
funcionalidade, ja que o rim é um 4rgdo que monitoriza a composicao quimica do fluido
tubular. Este estudo mostrou que as proteinas Gaolf, AC3 e alguns ORs se encontram
expressos nas células do rim. Testes funcionais realizados pelos mesmos autores,
desenvolvidos em ratinhos knockout para AC3, mostrararam que a auséncia desta via de
sinalizacao compromete a funcao do rim, apresentando uma diminuicao da taxa de filtracao

glomerular.

Um outro estudo desenvolvido por Itakura et al. (2006) mostrou a presenca da proteina Golf
da via da transducao olfativa na placenta. Este estudo sugere, ainda, que ORs permitem a
detecao de sinais quimicos presentes na interface mae/filho que é criada pela placenta e que

a transducao desses sinais induz respostas em funcao das necessidades fisioldgicas do feto.

Diferentes ORs foram também identificados no cortex cerebral por estudo realizado por Otaki
e colaboradores (2003), sugerindo que pequenas moléculas quimicas ambientais que circulam
no sangue periférico podem atravessar a barreira hemato-encefalica, e ser detetadas
localmente pelo encéfalo. Além disso, a presenca de ORs no cortex cerebral pode permitir a

detecdo de quimicos produzidos endogenamente na vizinhanca.

Com base em todos estes dados pensa-se que a presenca de todos os componentes da via da
transducao olfativa no intestino permita o reconhecimento de estimulos quimicos presentes
no limen intestinal como moléculas toxicas e citocinas expressos em situacoes fisiologicas
normais e também de patologia/trauma, induzindo um resposta celular que permita colmatar
as necessidades fisiologicas do organismo. Desta forma, este trabalho experimental foi
efetuado com o objetivo de analisar a presenca de algumas das proteinas que constituem a
via da transducao olfactiva no intestino de rato e inferir acerca do possivel papel que esta via

desempenha neste tecido.

Para caracterizar as proteinas da via transducao olfativa no intestino de rato foram efetuados
ensaios de Western Blotting de forma a caraterizar o peso molecular das proteinas, e de
Imunohistoquimica, de forma a determinar a localizacao destas proteinas de acordo com a

morfologia tecidular.

Segundo a literatura, as adenilato ciclases transmembranares das células somaticas possuem

pesos moleculares que podem variar entre 120kDa a 200kDa de acordo com modificacdes pos-
traducao que estas proteinas possam sofrer, tais como glicolisacoes e fosforilacoes (Baxendale
and Fraser, 2003).



Em tecidos nao olfativos encontra-se descrito que a proteina AC3 pode ser representada pelas
bandas de Western Blotting a 55kDa, 90kDa e 130kDa (ltakura, Ohno et al., 2006; Pluznick,
Zou et al., 2009). Por outro lado, no tecido olfativo, a forma glicosilada da AC3 migra
segundo um peso molecular entre 180 e 200 kDa (Gautier-Courteille, Salanova et al., 1998).
No entanto, se o extrato de epitélio olfativo for tratado com o péptido glicohidrolase N-
glicosidase F (PNGase F) a mobilidade da AC3 altera-se de 200kDa para 130kDa, uma vez que
a PNGase cliva o residuo de aspargina ligado aos oligossacarideos das glicoproteinas levando a

AC3 a perder a sua forma glicosilada (Wei, Zhao et al., 1998).

Os resultados obtidos, neste trabalho, por Western Blotting mostram uma banda com 55 kDa
para a AC3 no duodeno de rato, enquanto no EO observam-se duas bandas: uma com 200kDa e
outra com 55kDa. Estes resultados mostram que a AC3 é expressa no intestino, apresentando
um peso molecular de 55kDa que se encontra descrito na bibliografia, para a forma nao-

glicosilada.

Relativamente a proteina Gaolf encontra-se descrito na literatura que, para tecidos que nao o
epitélio olfativo, esta pode ser representada por uma banda de 42-45kDa e por uma banda de
77kDa (Itakura, Ohno et al., 2006; Pluznick, Zou et al., 2009).

Neste projeto foram identificadas bandas com cerca de 75kDa, 85kDa e 120kDa para a Gaolf
do EO de rato, ao passo que para o duodeno foi encontrada uma banda a 63kDa. Uma vez que
este resultado nao se encontra de acordo com os resultados descritos na literatura, tentou-se
avancar uma possivel justificacdo. Pensa-se que os 85kDa, podem corresponder ao peso
molecular da conformacao nativa da proteina G, incluindo os 42-45kDa da subunidade q,
35kDa da subunidade B e 8-10kDa da subunidade y (Milligan e Kostenis 2006). Os resultados
obtidos sugerem a necessidade de uma otimizacdo em relacao a desnaturacdo eficiente do

extrato proteico.

De acordo com a literatura, os recetores olfativos apresentam um peso molecular de

aproximadamente 30-35kDa. No entanto, é possivel, que fora do epitélio olfativo, estas
proteinas possam representar-se por bandas com um peso molecular de aproximadamente
69kDa e 95kDa, caso as proteinas se encontrem na forma de dimero ou trimero,
respetivamente (Elina NEKRASOVA, et al., 1996).

Inicialmente os western blots dos ORs foram efetuados apenas em EO e DUO de rato. Apos
observacao de bandas de WB para os 5 ORs nestes dois tecidos, decidiu-se fazer o estudo do
WB nas diferentes regides de intestino de rato. Para o OR600, OR620/624 e OR1496 foi
possivel identificar bandas nas trés regides de intestino delgado, ao passo que para o OR19 e
OR63 apenas foram reveladas bandas no duodeno. Assim, é possivel concluir que os resultados
obtidos para os recetores olfativos vao de encontro ao esperado (Elina NEKRASOVA, et al.,
1996), mas os resultados obtidos sugerem a necessidade de uma otimizacao em relacao a

desnaturacao do extrato proteico de forma a identificar apenas uma banda em todos os



tecidos, especialmente no caso do OR63 que por imunohistoquimica apresentou uma forte

expressao nas diferentes regides do intestino de rato.

Foi ainda efetuada a técnica de Imunohistoquimica, que permite comprovar a localizacao das
proteinas da via olfativa no tecido. Os resultados das imunohistoquimicas comprovam a
presenca da AC3 e Gaolf nos enterdcitos das vilosidades e das células caliciformes das

diferentes regides do intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) de rato.

Efetuaram-se ainda IMQs para detetar e localizar os OR19, OR63, OR600, OR 620/624 e

OR1496 no intestino, tendo-se obtido marcacao para todos os ORs em estudo nos enterocitos

das células caliciformes e vilosidades de duodeno, jejuno, ileo e nos enterocitos das células
caliciformes de célon de rato. Com base nos resultados obtidos, é possivel verificar que a
expressao dos varios ORs é mais elevada ao nivel do duodeno e do jejuno, baixando os niveis
de expressao para o ileo e o colon de rato. Uma possivel explicacdao para este fato podera
estar nas funcdées que as diferentes regides do intestino desempenham: a digestao e a
absorcao de nutrientes ocorrem, principalmente, ao longo do intestino delgado,
especialmente ao nivel do duodeno e do jejuno, ao passo que no intestino grosso apenas

ocorre absorcdo de uma pequena quantidade de agua, vitaminas e ides.

Para fazer o estudo dos ORs ao nivel de mRNA, foram sintetizados primers degenerados ja
descritos por outros autores (Thomas Braun, et al., 2007), uma vez que estes possuem
pequenissimas diferencas nas suas sequéncias, pertencendo a maior familia génica conhecida.
Apds PCR com os primers degenerados, foi verificada a presenca do mRNA no duodeno de rato
por RT-PCR, tendo-se obtido uma da banda de PCR com 525pb, tal como descrito por Braun e

seus colaboradores (2007).

Numa segunda fase, foi ainda realizado um processo de clonagem do produto de PCR em
pGEM-T Easy, para posterior sequenciacao dos fragmentos clonados, que se espera
corresponderem aos ORs expressos no duodeno de rato. Para isso, efetuou-se a ligacdo do
produto de PCR purificado ao vetor pGEM-T Easy seguida da transformacao de bactérias E.coli
competentes e de plaqueamento em meio com LB+Amp+IPTG+X-Gal. Apos incubacdo a 37°C
verificou-se a existéncia de colénias azuis (ndo recombinantes) e colonias brancas
(recombinantes). Foram selecionadas colonias brancas e cultivadas em meio liquido LB-broth
contendo ampicilina. Apds incubacdo a 37°C overnight, foi realizada a purificagcdo do DNA
plasmidico e efetuada a digestdao enzimatica com EcoRl, para verificacdo da clonagem. No
entanto, nao foi obtido, em eletroforese, a banda correspondente ao fragmento de interesse.
Provavelmente estdvamos em presenca de falsos positivos. Desta forma, sera necessario
efetuar otimizacao do processo de clonagem e sequenciar alguns dos produtos de clonagem,

para analisar alguns dos ORs que sao expressos no intestino.

Ao nivel de mRNA foram também estudados os genes AC3 e Gaolf, por utilizacdo de primers
especificos. Contudo ndao foram obtidos resultados, estando ainda por esclarecer se nao

existem mRNAs neste tecido ou se sera necessario efetuar optimizacdo das condicoes de PCR.



6. CONCLUSOES E
PERSPETIVAS FUTURAS




Os resultados obtidos neste trabalho, em que observamos expressao de componentes da via
de sinalizacao olfativa no intestino, e face aos resultados de outros autores em diversos
tecidos, sugerem que a via possa estar associada ao reconhecimento de estimulos quimicos
presentes no lumen intestinal. Estes poderdo corresponder a moléculas toxicas e citocinas
expressas em situacdes fisiologicas normais e também de patologia/trauma, que poderao
estar associadas a inducdo de uma resposta celular que permita colmatar as necessidades

fisiologicas do organismo.

A via transducao olfativa, ativa nas células de intestino, podera também ter um papel crucial
na detecao de moléculas quimicas que circulam no lumen intestinal, bem como na regulacao
da motilidade intestinal, funcionando, deste modo como um sistema vigilante e protetor do
lumen intestinal. Contudo os nossos estudos tém ainda de ser finalizados, especialmente no
que diz respeito a analise do mRNA, e a relevancia desta via de sinalizacdo tera que ser

comprovada por estudos funcionais.

Um possivel estudo funcional a ser efetuado, podera passar pela estimulacdo de culturas
primarias de células de intestino, com diferentes moléculas quimicas e analisar a resposta

medindo por exemplo os niveis de Ca** intracelular.

Outros estudos passam pelo esclarecimento da expressao de AC3 e Gaolf a nivel de mRNA no
intestino de rato, utilizando primers especificos para estes genes, bem como da possibilidade

de existéncia da via nao canonica de transducao olfativa envolvendo os ORs e a fosfolipase C.

Thomas Braun e os seus colaboradores (2007) verificaram que o aumento dos niveis de calcio
induzido pela ligacdo de moléculas de odores a alguns ORs (OR73, hOR17-7/11, OR1G1, and
hOR17-210) identificados nas células EC intestinais depende do influxo de calcio e ndo do
calcio armazenado nas células. Este resultado sugere que os componentes envolvidos na
transducao olfativa sdao os ORs, a PLC, os recetores para o IP; e os canais de calcio do tipo L
(Thomas Braun et al., 2007). O envolvimento da PLC, dos recetores para o IP; e dos canais de
calcio do tipo L na cascata de transducao olfativa foi também observado nos neurdnios
sensoriais olfativos (Liu G. et al., 2006; Thomas Braun et al., 2007) o que nos faz pensar que
existe a possibilidade de as duas vias de sinalizacdo (via canonica e ndo candnica) estarem

presentes no intestino.

Para o estudo da via olfativa a nivel de mRNA, perspetiva-se, ainda, efetuar a metodologia de
PCR em tempo real para ORs utilizando sondas Tagman comerciais altamente especificas,
uma vez que os ORs pertencem a uma familia génica que codifica cerca de 1000 genes, que

partilham grande homologia entre si.

Num futuro proximo, e de forma a consolidar o estudo da via de transducao de sinal olfativa
no intestino, pretende-se analisar a expressao do canal nucleotidico ciclico no intestino de
rato, envolvido na acao de cAMP da transducao olfactiva, um segundo mensageiro importante

na ativacao de vias de sinalizacao celular.
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