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ISOLAMENTO DOS ORGANELOS CELULARES
A partir de 1945 foi possivel separar e isolar 0s varios componentes (organitos) da célula:
nucleos, mitocdndrias, lisossomas, membranas.

O processo de separacéo inclui 2 etapas principais:

1. Homogeneizacéao de tecidos

Consiste em "esmagar" e romper as membranas plasmaticas das células de modo a que
se libertem os seus conteudos. Para este efeito utilizam-se homogeneizadores. Ha varios
tipos de homogeneizadores:

» De laminas ou "Waring blender" — utilizam-se para tecidos duros (ex. misculo,
folhas, pele);

» Tipo "Potter-Elvehjem" — o tecido é esmagado ao passar entre o pistdo e a
parede de um tubo; usa-se para homogeneizar tecidos mais moles (ex. figado,
pancreas, cérebro);

* Polytron-Ultrassons — produzem sons de frequéncia muito elevada (ndo audiveis
para o Homem) que causam um efeito desintegrador; usam-se para desintegrar
células com parede dura (ex. bactérias, leveduras) e também para organitos

celulares (ex. mitocéndrias, reticulo).

» Pistdo muito
justo a um tubo
de vidrc

— > Material biolégico a homogeneizar (em
solucédo iso-osmatica de pH controlado, com
EDTA e mantida a 4°C)

OQO

Fig. 1- Representacdo esquematica de um homogeneizador de émbolo ou pistéo,

tipo “Potter—Elvehjem”.



2. Fraccionamento celular — Centrifugacao
A homogeneizacdo dos tecidos pelos processos indicados produz uma suspenséo, que
contém, para além de algumas células intactas, os organitos celulares, tais como,

nucleos, mitocondrias, lisossomas, etc.

Estes organitos, fragmentos celulares e particulas intracelulares, possuem tamanhos,
formas e composicdo diferentes. A diferente composicdo e volume determinam que

tenham densidades diferentes.

Assim, quando submetemos o homogeneizado a accdo de forcas centrifugas
(aceleracdes) de intensidade crescente, vamos removendo primeiro 0s componentes
celulares mais densos e, subsequentemente, 0s menos densos. Esta técnica designa-se

por Centrifugacao Diferencial

EXEMPLO:
Sobrenadante S
(S)
> —>
Centrifugacéo a Centrifugacao a
baixa aceleracédo aceleragdo media

(800 xg 10 min) (7000 xg 15 min)
SUSPENSAC P,: Sedimento P,: Sedimento
avermelhado acastanhado
(nucleos (mitocdndrias)

& dl
Centrifugacéo a
alta aceleracéao
P;: Sedimento (100000 xg 40 min)
gelatinoso €

(microssomas)

Fig. 2- Representacdo esquematica da técnica de centrifugacao diferencial.



Porém, esta técnica ndo nos permite separar particulas ou organitos cujas densidades
sejam semelhantes (exemplo: lisossomas e mitocondrias, presentes na fraccao P,). Neste
caso usa-se outra técnica de centrifugacdo a Centrifugacdo em Gradiente de

Densidade (continuo ou descontinuo).

Membrana
0,8 M
Reticulo
> endoplasmatico
Centrifugacéo a Lj
: isossoma
60000 xg 60 min)
22M Mitocondria
Homogeneizado
em sacarose ,
0,25 M Nucleo:

Fig. 3- Representacdo esquemética da técnica de centrifugacdo em gradiente de

densidade.

3. Aparelhos - Centrifugas e Rotores

 Centrifugas

Tipo de r.p.m. Refrigeracéo Vacuo Travao X g (max)
Centrifuga
De mesa 4-6000 - - + 4000
(10000) a
6000
Preparativas 20000 + + + 40000
a
50000
Ultracentrifugas 60000 + + + 100000
a
500000

» Rotores ou cabecas :
- Horizontais — os tubos de centrifugacéo ficam horizontais apenas em rotacao;
- Angulares — os tubos de centrifugacdo mantém uma posi¢do angular fixa mesmo

durante a rotacao.



4. Forca centrifuga

A forca centrifuga a que uma particula é sujeita € normalmente expressa em g.

g = Forca gravitacional ou aceleracdo da gravidade que actua na massa de 1 g a

distancia r do eixo de rotacéo.

De modo a converter rpm (n° de rotac6es/minuto) em g, utiliza-se a seguinte férmula:

g=1,118x10°xr xn? , onde

r =raio do rotor (cm) e

n= velocidade de rota¢éo ou r.p.m.

Uma particula de uma dada densidade sedimenta num meio de densidade inferior a sua,
mas ndo sedimenta se a densidade do meio em que esta suspensa for superior a

densidade da particula, qualquer que seja a forca centrifuga aplicada.

Deduz-se da seguinte equacao derivada da lei de Stokes:

t=4050 0/ S 1 (dp-dm) xIn (x /X )
t = tempo necessario para uma particula de densidade d, sedimentar da posicéo x, para
a posi¢cdo x, num meio de densidade d,, e viscosidade n (em poises), sendo S a

velocidade de rotagdo em r.p.m. e r o raio de rotacao (cm).



“ESTRUTURA DA CELULA E ISOLAMENTO DOS ORGANELOS CEL ULARES”

A microscopia electronica (ME) permite ver a estrutura detalhada da célula, com varios
milhdes de vezes de aumento, mas ndo se consegue identificar a organizacdo molecular
ou as reacc¢fes quimicas.

Distingue-se bem o nlcleo (grande, forma definida), mas ndo é possivel visualizar a
dupla hélice de DNA; a mitocondria também se vé muito bem, mas nao é possivel ver as

enzimas que la se encontram.

Por outro lado, o facto de o tecido ter sido fixado inviabiliza qualquer estudo de actividade
ou dindmica molecular, em particular de cinética enzimatica ou de regulacé@o bioquimica.
Para levar a cabo estes estudos, recorre-se a técnicas de fraccionamento celular que
permitem primeiro separar diferentes compartimentos celulares que podem depois ser

individualmente analizados do ponto de vista bioquimico.

Fraccionamento subcelular
Nucleos, mitocdndrias, lisossomas, ribossomas, citoplasma podem ser fraccionados por:

Centrifugacao diferencial e Centrifugacdo em gradiente de densidade

Cada organelo é separado dos outros de acordo com o seu tamanho e densidade, sendo
sempre necessario aferir a eficiéncia da separacao levada a cabo. Além das estruturas
Obvias como nlcleos e mitocdndrias, o citoplasma tem outros componentes: lisossomas,
peroxissomas, ribossomas e outros organelos pequenos, de dificil identificacdo. Além
disso, existem o reticulo endoplasmético (RE), o aparelho de Golgi (frac¢do microssomal)

e a membrana plasmatica.

FRACCIONAMENTO:

Comeca-se por romper as células, cortando o orgdo em pequenos fragmentos, em gelo,
de modo a conservar as estruturas. Um dos principais problemas resultantes da
homogenizacédo de tecido biolégico é o potencial aumento da actividades de hidrolases.
Estas encontram-se confinadas nos lisossomas, podem ser activadas por aumento da

concentracdo de célcio livre e possuem um pH oOptimo de actividade normalmente em



regibes acidicas. Assim o0 meio de homogenizacao deve ser mantido a 4 °C e deve incluir
um tampdo e um quelante de calcio (EDTA ou EGTA) para preservar a actividade
enzimatica.

Obtencao do figado de rato, morto por decapitacéo.

1. O figado é colocado em tampao isoténico de sacarose 4% contendo EDTA e mantido a
4 °C - mantem a pressdo osmoética da mitocdndria e preserva a estrutura da
mitocondria. O tampao também evita grandes diferencas de pH, preservando a

actividade enzimatica.

2. Homogeneizagdo (rompimento das células); o espagamento entre o “potter” e o pistao
é suficientemente pequeno para romper as células, mas mantem intactas as estruturas
subcelulares. Deve ser feito em gelo para impedir o0 aumento da temperatura

resultante do processo de friccdo durante a homogenizagéo.

3. Centrifugacdo em tubos adequados, a 4 °C (permite preservar as estruturas

subcelulares e diminuir a actividade das hidrolases).

Os organelos mais densos sedimentam primeiro:

I) Nucleo — sedimento, apds centrifugacéo a 1000 x g

II) Mitocondrias/Lisossomas/Peroxissomas - sedimento acastanhado (presenca de
citocromos), ap0s centrifugacdo a 10000 x g, é fundamentalmente constituido por
mitocéndrias, enquanto no sobrenadante se encontram os organelos menos densos.

A pureza das mitocdndrias pode ser verificada por ME, que, no entanto, ndo permite aferir

a sua integridade bioquimica .

Para se avaliar a integridade funcional da mitocéndria, podemos analisar o consumo de
oxigénio (O,) e determinar a actividade de enzimas caracteristicas da mitocéndria.

A determinacdo da actividade da succinato desidrogenase , uma enzima mitocondrial,
permite avaliar a pureza relativa da fraccdo mitocondrial obtida por centrifugacdo
diferencial. Esta enzima pode assim ser considerada um marcador enzimatico da fraccao

mitocondrial.



Determinacdo da % de actividade da succinato desidrogenase em todas as

frac¢cBes ap0s o processo de centrifugacao:

Fraccao: % esperada: % apods o isolamento:
Homogeneizado 100% 100%
Nucleo 0% 45%
Mitocdndria 100% 50%
Outros 0% 5%

Assim, podem também identificar-se o0s organelos responsaveis pelas diferentes

reac¢Bes quimicas que se processam nas células.

Em resumo, a identificacdo da fraccdo mitocondrial pode ser feita por:

a) CARACTERIZACAO BIOQUIMICA — pode incidir sobre as diferentes biomoléculas:
- Lipidos — ex. a cardiolipina € um fosfolipido caracteristico da mitocondria;
- Proteinas ou enzimas especificas;
- Acidos nucleicos — para além do nicleo, o DNA e RNA estdo presentes nas

mitocoOndrias.

b) CARACTERIZACAO FUNCIONAL - através da avaliagdo do consumo de O, pela
mitocdndria; os substratos da cadeia de fosforilagdo oxidativa sdo directamente
oxidados na mitocdndria, através das enzimas da cadeia respiratdria mitocondrial
(CRM), transferindo electrdes para o O,. Durante esta transferéncia ocorre a
fosforilagdo do ADP em ATP. Este processo denominado por fosforilativa
oxidacdo ocorre exclusivamente nas mitocdndrias, permitindo distinguir a frac¢é@o

mitocondrial da fracgdo microssomal.

c) CARACTERIZACAO MORFOLOGICA - é possivel distinguir estruturalmente a
fraccdo mitocondrial da fraccdo microssomal por observacdo morfoldgica
recorrendo a microscépica electronica. A observagdo microscopica mostra que a
grande maioria das particulas na fraccdo mitocondrial apresenta a estrutura tipica

das mitocbndrias com uma dupla membrana, apresentando a membrana



mitocondrial interna numerosas cristas correspondentes a invagina¢fes da
membrana mitocondrial interna. Morfologicamente a fraccdo microssomal é
maioritariamente constituida por particulas ou vesiculas com uma membrana
simples, algumas das quais apresentam ribossomas associados a sua superficie,

obtidas a partir do RE (reticulo endoplasmatico).

Depois de purificar uma fraccdo celular € muitas vezes necessario refinar o seu
processamento para obter o enriquecimento de diferentes grupos de moléculas. Por
exemplo, se se pretender estudar a composicdo lipidica de fraccdes mitocondrial e
microssomal, é necessario proceder a extrac¢do de lipidos de ambas as fraccBes

utilizando solventes organicos nao misciveis com a agua.

Também, se se pretender estudar o0 DNA, seja da fraccdo nuclear ou mitocondrial, é
necessario proceder a uma extraccado (separacdo) do DNA, normalmente tirando
partido da sua precipitacdo quando exposto a baixas concentracbes de solventes

organicos.



