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Identificacdo e retirada de liquido biliar

A vesicula biliar é um saco contractil com parede delgada, com a funcao de
armazenamento temporario da bile, localizada abaixo do lobo direito. A bile é drenada do
figado por tabulos até a vesicula biliar, que, por sua vez, se abre atraves de varios ductos
no duodeno na regido dos cecos pildricos (Figura 1).

Figura 1 — Anatomia interna de peixes 0sse0s
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A obtencdo da amostra serd realizada abrindo-se o peixe partindo do poro urogenital
até a cavidade branquial (Figura 2 (A)), em seguida o liquido biliar (bile) sera retirado da vesicula,
por intermédio de uma seringa descartavel de 3 mL (Figura 2 (B)). A amostra devera ser
armazenada em eppendorf estéril a -80° C até analise.

Figura 2 — (A) Localizacdo da vesicula biliar e (B) retirada do liquido biliar (bile)




1. Materiais e reagentes

1.1 Materiais
e Tesoura
e Etiquetas

e Lapis grafite entre 2B e 6B

e Papel toalha / Papel aluminio

e Pipeta analitica de 1000, 100 e 10uL.
e Ponteiras de 1000, 100 e 10pL.

e Vialsde4 mL

e Vialsde2mL

e Centrifuga

e Suporte universal + garra

e Agitador magnético com aquecimento
e Barras magnéticas para vials de 4 mL
e Pegador de barra magnética

e Recipiente com areia

e TermOmetro

e Seringa de vidro de 1 ou 5mL

e Filtro para seringa de 0,45um

1.2 Reagentes
- 220 pL de agua grau HPLC
- SuL de solucéo de R-glucuronidase/arilsulfatase (30/60 U/ml)
- 750 pL de metanol

2. Procedimentos experimentais

2.1 Lavagem das vidrarias

As vidrarias devem ser todas lavadas com detergente especial para lavagem
de vidrarias em concentracédo de 3%.

ApOs enxaguar, deve-se passar a solucdo basica de hidréxido de potassio a
10%, as vidrarias devem ser lavadas com agua corrente por cerca de 10 vezes para garantir
a remocao da solucdo bésica (resquicios de solucdo basica na vidraria podem formar
sabdo em contato com a gordura de algumas amostras).

Posteriormente as vidrarias devem ser lavadas com solugéo de acido acético
a 10% e depois lavadas com agua corrente em torno de 10 vezes. Apos a remocao do
acido, lava-se as vidrarias com agua destilada e coloca-se na estufa a 150°C para a
secagem.



2.2 Hidrolise enzimética ou deconjugacao enzimatica
Retiradas as amostras do ultra freezer e descongelar naturalmente.

Com auxilio de uma pipeta analitica de 100uL, transfira 25uL de bile para um vial
de 4mL, em seguida com auxilio de uma pipeta analitica de 1000uL adicione com 220uL
de &gua, e com uma pipeta analitica de 10uL adicione 5uL de solugéo de R-glucuronidase/
arilsulfatase (30/60 U/mL).
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A mistura devera ficar incubada por 2 horas a 37°C em agitador magnético
aquecido, onde ocorrera a quebra da estrutura conjugada hidrofilica dos metabdlitos,
formando metabolitos livres eletrofilicos. Apds a conclusdo do periodo de incubacéo,
interromper a reacdo enziméatica com adicéo de 250 pL de metanol gelado, resultando em
um fator de multiplicacdo de 20x.

centrifugacdo por 5 minutos a 2500rpm, para separar 0s aglomerados de enzima do
sobrenadante contendo os metabdlitos livres e outros compostos hidrofilicos.




Retirar o sobrenadante contendo os metabdlitos e transferir para um vial de 2mL,
adicionar 500 pL de metanol (fator de multiplicagdo de 40x), em seguida filtrar as
amostras com auxilio de seringa e filtro especificos.
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