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RESUMO

A doença esclerose lateral amiotrófica (ALS — Amyotrophic Lateral
Sclerosis), também chamada por Doença de Lou Gehrig, é caracterizada poruma desordem neurológica que causa uma degeneração progressiva dos
neurônios motores da medula espinhal e cérebro, a qual resulta em paralisia emorte. A ALS pode ser familiar ou esporádica. Mutações no gene SODl
(Superóxido Desmutase) foram associadas com muitos casos de ALS familiar.Em 1992, Liang descreveu a técnica Differential Display Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (DDRT-PCR), que atuahnente é uma das
ferramentas mais eficiente para identificar e isolar genes diferencialmente
expressos. O presente trabalho objetivou obter uma metodologia eficaz paraextração de RNA total de amostras de sangue humano, como também encontrar
condições ideais para realização da técnica DDRT—PCR com coloração pornitrato de prata. Também teve como objetivo, verificar a existência de
polimorfismos nas amostras de quatro irmãos, sendo um afetado por ALS. ORNA total foi extraído com sucesso das amostras de sangue. Um teste com RNAextraído de sangue fresco e congelado a —80 ºC também foi realizado. O (DNAfoi sintetizado por uma transcrição reversa e em seguida amplificadocombinando “primers” oligo—dT (M) com oito “primers” arbitrários OPA (10pb) e a marcação utilizada foi não radioativa por nitrato de prata. Quanto aoteste com sangue fresco e congelado, o padrão de bandas, referente ao RNA do
primeiro, foi muito melhor que o padrão encontrado para o RNA de sanguecongelado. Os resultados das amostras dos quatro irmãos evidenciarampolimorfismos que variaram para cada combinação de “primersí Alguns“primers ”arbitrários apresentaram melhores padrões de amplificações do queoutros (OPAS 16, 17 e 18). Os fragmentos variaram em média de 50 a 600 pb ealgumas bandas exclusivas do indivíduo afetado, como por exemplo umfragmento menor que 50 pb para a combinação Tu CC e OPA 18, outro de
aproximadamente 250 pb para a combinação Tn CG e OPA 18, foramdestacadas e supostamente estão relacionadas com a esclerose lateralamiotrófica. A técnica foi otimizada para RNA extraído de sangue humano e acoloração por nitrato de prata pode ser uma alternativa a marcação radioativa
para realização do DDRT—PCR, mesmo não detectando todos os fragmentosexistentes devido à sua baixa sensibilidade.
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I. INTRODUÇAO

1.1. EscleroseLateralAmiotrófica (ALS)

A Esclerose Lateral Amiotrófica (ALS — Amyotrophic Lateral
Sclerosis), também chamada de Doença de Charcot ou Doença de Lou Gehrig
(DENG et al., 1993) e' uma desordem neurológica caracterizada por uma
degeneração progressiva das células motoras neuronais na medula espinhal e
cérebro, usualmente fatal dentro de cinco anos após o início dos sintomas, e cuja
causa ainda é desconhecida (ROSEN et al. , 1993).

Esta doença, se apresenta sob duas formas: esporádica (SALS —

Sporadic Amyotrophic Lateral Sclerosis) e familiar (FALS — Familial
Amyitrophic Lateral Sclerosis). A SALS abrange 90% dos casos relatados e os
10% restantes são do tipo familiar de traço autossômico dominante (DFALS) e
também autossômica recessiva (RFALS), que é rara (SLDDIQUE et al., 1996).
A ALS familiar é clinicamente similar à ALS esporádica (ROSEN et al. , 1993).

As Superóxido Desmutases (SOD) são um grupo de enzimas que
catalisam a conversão do ânion superóxido (02') para peróxido de hidrogênio e
oxigênio e, dessa forma, permitem a defesa celular contra 02" e seus derivados
tóxicos. Existem três isoformas de SOD em humanos: superóxido desmutase
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Cu/Zn citossólico (SODl, Cu,/Zn SDD); superóxido desmutase Mn (SOD2, Mn
SOD) e superóxido desmutase extracelular (SOD3, ECSOD). Cada isoenzima
está codificada por um gene diferente nos cromossomos 21q21, 6q27 e 4p,
respectivamente. Nenhuma anormalidade em SOD2 ou SOD3 tem sido relatada
em pacientes com FALS (SIDDIQUE et al., 1996).

A SODl está presente no citoplasma da maioria das células, incluindo
células vermelhas do sangue e é particularmente abundante nos neurônios
(SIDDIQUE et al., 1996).

Tem sido mostrado que algumas dessas doenças do tipo estão
associadas a um defeito genético no cromossomo 21q e o gene SODl tem sido
apontado como um responsável pela manifestação da esclerose lateral
amiotróiica familiar (ROSEN et al., 1993; DENG et al., 1993). Isso se deve: l)
a proximidade do gene SODl do locus mapeado para FALS; 2) à diminuição da
atividade SOD no fluido cérebro-espinhal de alguns pacientes ALS; 3) a
importante função da SOD na homeostase dos radicais livres e 4) ao aparente
papel dos radicais livres na neurodegeneração (DENG et al. , 1993).

Quarenta e sete mutações em SODl foram identificadas em pacientes
com FALS (SIDIQUE et al., 1996). O DNA genômico de membros de famílias
com FALS foram analisados para mutações em SODI, () DNA é amplificado
por PCR e examinado por SSCP (Single—Stranded Conformational
Polimerphism) (DENG et al., 1993).

1.2. Transcrição reversa

Denomina—se transcrição reversa o processo onde ocorre síntese de
moléculas de DNA (cDNA) a partir de fitas simples de RNA. A primeira
descrição dessa técnica ocorreu em 1987 (VERES et al., 1987), onde utilizaram
a enzima de retrovirus transcriptase reversa, para catalisar a síntese do cDNA.
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1.3. Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)

A tecnologia da reação em cadeia da polimerase (“PCR — Polymerase
Chain Reaction”) foi concebida por Kary Mullis em meados da década de 80
(INNIS e GELFAND> 1990; MULLIS e FALOONA, 1987 ; SAIKI et al., 1985)
e desde então revolucionou toda a Genética.

A PCR é uma técnica poderosa, que envolve a síntese enzimática in
vitro de milhões de cópias de um segmento específico de DNA na presença da
enzima DNA polimerase. A reação da PCR se baseia no anelamento e extensão
enzimática de um par de oligonucleotídeos (pequenas moléculas de DNA de fita
simples) utilizados como iniciadores (“primers”) que delimitam a sequência de
DNA de fita dupla, alvo da amplificação. Estes “primers” são sintetizados
artificialmente de maneira que suas sequências de nucleotídeos sejam
complementares às sequências específicas que “tlanqueiam” a região alvo
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Cada ciclo de PCR envolve 3 passos: desnaturação, anelamento e
extensão. A fita dupla do DNA molde é desnaturada através da elevação da
temperatura para 92—95 ºC . Na etapa de anelamento, a temperatura e' rapidamente
reduzida para 35—60ºC, dependendo essencialmente do tamanho da sequência do
“primer” utilizado, permitindo a hibridização DNA-DNA de cada “primer” com
as sequências complementares que “tlanqueiam” a região alvo. Em seguida, a
temperatura é elevada para 72ºC para que a enzima DNA polimerase realize a
extensão a partir de cada porção terminal 3” dos “primers”. Essa extensão
envolve a adição de nucleotídeos utilizando como molde a sequência alvo, de
maneira que uma cópia desta sequência seja produzida no processo (FERREIRA
e GRATTAPAGLIA, 1998). Vários ciclos repetidos permitem a amplificação do
fragmento, cujo tamanho é limitado pelos “primers” (porção 5ª) (WHITE et al.,
1989).



O passo decisivo para a expansão da técnica de PCR ocorreu quando
Saiki et al. (1988) isolaram uma DNA polimerase (Taq polimerase) da bactéria
Thermus aquaticus que vive em fontes térmicas e polimerisa a 72ºC, mantendo
assim a atividade por algumas horas a 95ºC (FERREIRA e GRATTAPAGLIA,
1998). As condições iniciais para a amplificação, tais como concentrações de
MgClz, Taq e de “primers” e a temperatura de hibridização, devem ser definidas
para cada par de “primers” (PASSAGLIA e ZAHA, 1996).

O avanço da técnica de PCR, aliada ao crescimento tecnológico,
permitiu o desenvolvimento de novas metodologias para o estudo do DNA,
como o Differential Display.

1.4. DifferentialDisplay Reverse Transcriptase — PCR (DDRT-PCR)

Os organismos superiores contêm cerca de 100.000 genes diferentes,
dos quais somente uma pequena fração está expressa em qualquer célula. A
escolha de quais genes são expressos é que determina os processos da vida:
desenvolvimento, homeostase, resposta a estímulos, regulação celular, idade,
etc. Assim, comparações da expressão gênica em diferentes tipos celulares ou
tecidos fornecem informações úteis na compreensão dos processos biológicos
que controlam nossas vidas (MANNIATIS et al., 1987).

Um problema e' encontrar meios de identificar e isolar esses genes que
estão expressos diferencialmente nas várias células ou sob condições alteradas.
As atividades dos genes são refletidas nos tipos e quantidades de suas espécies
de mRNAs e proteínas (LIANG et al., 1995).

Alguns critérios devem ser considerados em uma metodologia quevise caracterizar a expressão gênica: (1) a maioria dos mRNAs deve ser
visualizada; (2) a reprodutibilidade deve ser alta, (3) deve permitir a comparação
de mRNA de diferentes fontes, (4) as diferenças encontradas devem ser úteis
para identificar e isolar os genes correspondentes, tornando-a uma técnica mais



potente que as análises de proteínas em gel, onde há dificuldade em obter
proteína suficiente para a caracterização molecular e (5) deve ser rápida e fácil.
(LIANG et al., 1995)

A técnica “Differential Display” foi descrita por LIANG e PARDEE
(1992) e LIANG et al. (1992, 1993) para identificar genes diferencialmente
expressos entre as espécies de mRNAs, num par de populações de células
mamárias. Posteriormente, foi nomeada DDRT-PCR de acordo com a
terminologia da reação de polimerase em cadeia — PCR (BAUER et al., 1993).
Esse método é direcionado para a identificação de genes, em duas ou mais
situações, detectando espécies individuais de mRNA que são mudadas em
diferentes células eucarióticas e também permite recuperar e clonar o seu DNA.

Essa técnica têm sido amplamente utilizada, com sucesso, por vários
grupos, para isolar genes expressos diferencialmente em várias situações
biológicas, incluindo câncer, diabetes, embriogêneses, desenvolvimento cerebral
e outros. Sob condições apropriadas, o padrão de fragmentos derivados de um
tipo celular é reproduzivel e pode ser comparado com os de outros tipos de
células (WARTHOE et al., 1995).

A estratégia do método consiste de três passos básicos e dois
opcionais (WARTHOE et al. 1995): 1- transcrição reversa usando um grupo de
“primers” 3' ancorados T12VN (onde V= A, C ou G e N= A, C, G ou T) que seanelam na porção 3” do mRNA (cauda de poli(A)); 2- amplificação das espécies
de cDNA usando um grupo de “primers” 5' arbitrários (20 a 26 diferentes) e
“primers” 3' ancorados; 3- separação por eletroforese dos fragmentos
resultantes; 4— reamplificação dos fragmentos que são diferentes entre as duas
situações em estudo, clonagem e sequenciamento; 5— confirmação da expressão
diferencial por uma técnica de análise de RNA (Northern Blotting, Rnase
protection e/ou nuclear run—on). O esquema geral do processo está representado
na Figura 1.
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Figura !: Estratégia básica da técnica do DDRT-PCR.



O DDRT-PCR usa combinações de “primers” arbitrários (extremidade
5') de 10 pb com “primers” ancorados (oligo dT) ao cDNA (extremidade 3') e
gera fragmentos que se originam da cauda de poli(A) e estendem cerca de 50—

600 nucleotídeos “upstream” (LIANG e PARDEE, 1992; BAUER et al.,1993;
LIANG et al., 1993). A técnica é útil para gerar um padrão completo de todos os
mRNAs expressos numa célula, usando um número razoável de pares de
“primers” (BAUER et al., 1993).

Os “primers” arbitrários de 10 pb já haviam sido utilizados por
WILLIAMS et al. (1990) e WELSH e MACCLELLAND (1990) para amplificar
polimoriismos no DNA, e mais recentemente, para obter mRNAs alvos de genes
diferencialmente expressos (WELSH et al., 1992).

1.5. Aplicações do DDRT-PCR e refinamentoda técnica

Atualmente, essa técnica é a ferramenta mais eficaz no isolamento e
sequenciamento de genes diferencialmente expressos. Sua aplicação é ampla em
estudos de organismos como humanos, suínos, vegetais, microorganismos, e
outros.

Em 1992, LIANG et al., utilizaram o DDRT—PCR para comparar
mRNAs de células epiteliais mamárias humanas normais e tumorais e
descobriram que o gene Sl pode estar relacionado com o controle do
crescimento normal dessas células do câncer de mama.

HELPS et al. (1995) utilizaram o DDRT—PCR em Drosophila
melanogaster para caracterizar e isolar o gene homólogo ao gene BRCl
humano, que se expressa diferencialmente em tumor de mama.

CUNNINGHAN et al. (1996) estudaram o desenvolvimento de suínos
e descobriram, via DDRT—PCR, um aumento na expressão de produtos de PCR



específicos durante a rápida elongação trofoblástica, o que ajudou a esclarecer
alguns pontos no desenvolvimento desses animais.

Diversos pontos da relação de parasitismo entre Anopheles gambiae e
seus hospedeiros foram esclarecidos por DIMOPOULOS et al. (1996), que
detectaram cDNAs relacionados com maltase, uma subunidade da V-ATPase,
uma proteína ligante de GTP, duas lecitinas diferentes. Também em 1996,
KNOLL et al. descobriram dois novos transcritos específicos do coração e três
genes induzidos por estresse em indivíduos portadores de isquemia temporária,
com o uso do DDRT—PCR.

BYUN et al. (1998) utilizaram o DDRT-PCR para identificar cDNAs
de células musculares lisas da aorta que apresentavam relação com a
ateriosclerose. Encontraram cDNAS com homologia para sequências da Acetil-
CoA sintetase II e proteína LIM—l, ambas já citadas como importantes na
definição da ateriosclerose.

Um trabalho interessante foi realizado por MALHOTRA et al., em
1999, onde utilizaram o DDRT—PCR para estudar o desenvolvimento de órgãos
em fetos humanos. Para isso, utilizaram o tecido hepático, selecionando os
cDNAs diferencialmente expressos entre as amostras do feto e de adulto. Como
resultado, eles isolaram Vários genes que apresentavam—se expressos no feto (ex.
fator-2 de crescimento tipo-insulina) e que estavam sem expressão no adulto e
vice-versa.

Outros trabalhos foram realizados para melhorar a técnica, tais como
os realizados por BAUER et al. (1993) que mostraram a eficiência de géis não
desnaturantes na análise do DDRT-PCR.

A ampla utilização do DDRT—PCR deve-se a sua simplicidade,
sensibilidade, versatilidade e baixa quantidade de RNA necessária (LIANG et
al., 1992, BAUER et al., 1993 , ZHWVIERMANN e SCHULTZ, 1994;
XINKANG et al., 1995).
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- Obter uma metodologia eficiente para extração de RNA total de

amostras de sangue humano.

- Comparar resultados provenientes de amostras de sangue fresco e
congelado a -80ºC.

- Avaliar as melhores condições para realização da técnica DDRT-PCR
em doenças humanas.

- Analisar a eficiência da coloração por nitrato de prata.

- Verificar a existência de polimorfismos, por DDRT-PCR, em uma
família acometida por Esclerose Lateral Amiotrófica (ALS).
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Este experimento foi desenvolvido no Laboratório de Genética
Molecular do Departamento de Genética e Bioquímica (DEGEB) da
Universidade Federal de Uberlândia (UFU).

3.1. Obtenção das amostras de sangue

As amostras de sangue de nove indivíduos de uma família acometida
por ALS foram coletadas em tubos, por sistema Vacutaíner, contendo EDTA
para evitar a coagulação, e levadas para o laboratório onde foram mantidas a
uma temperatura de -80ºC, para evitar a degradação do RNA, para posterior
extração.

3.2. Extração do RNA total

Inicialmente, o RNA total foi extraído utilizando-se TRIZOL Reagent
(GIBCO — BRL). O protocolo adotado seguia as recomendações do fabricante,
entretanto, variou-se a proporção desse reagente com relação ao volume de
sangue utilizado (lzl, 2:1, 5:1 e 10zl). Durante o período de otimização, a
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extração foi realizada a partir de sangue de indivíduos que não pertenciam à
família acometida por esclerose lateral amiotrófica (ALS). Foram também
realizados testes com sangue fresco e sangue congelado a -80ºC.

Após a otimização do protocolo de extração de RNA total, foram
feitas extrações das amostras dos indivíduos da família. Todas as precauções
foram tomadas para evitar tanto a contaminação das amostras com Rnases,
quanto a contaminação pessoal, durante a manipulação de sangue humano.

O protocolo otimizado constou dos seguintes passos: a cada 100 ul de
sangue total foi adicionado lml de TRIZOL Reagent (GIBCO—BRL). A solução
ficou reagindo por 5 minutos em temperatura ambiente e, logo em seguida,
adicionou-se 200 ul de clorofórmio. O tubo foi agitado por 15 segundos e
deixado por 3 minutos em repouso. Após esse tempo, a solução foi centrifugada
a 12.000 x g por 15 minutos a 4ºC e, então, 0 sobrenadante foi transferido para
um novo tubo, onde adicionou—se 0,5 ml de isopropanol. A amostra foi incubada
à temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugada a 12000 X g por 10
minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e o “pellet” ressuspendido em, no
mínimo, 1 ml de etanol 75%. O material foi centrifugado a 7.500 x g por 5
minutos a 4ºC, o sobrenadante foi descartado e o tubo foi deixado a temperatura
ambiente para secar o “pellet” e, finalmente, esse foi ressuspendido em água
tratada com DEPC 0,1%.

Os materiais de laboratório, como as ponteiras e microtubos eram
novos e foram incubados em estufa a 65ºC, por no mínimo três dias, para evitar
a atuação de RNases que degradariam o RNA (SAMBROOK et al., 1989) e a
água foi devidamente tratada com DEPC para inibir todo tipo de RNases. Todo
o material utilizado e que teve contato com sangue humano foi descartado em
vasilhames próprios, posteriormente autoclavado e eliminado de acordo com os
procedimentos padrões adotados para lixo hospitalar.
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3.3. Eletroforese e tratamento do RNA total

Após a extração, a qualidade do RNA foi verificada por eletroforese
aplicando—se 3 a 6 ul de RNA total em gel de agarose 2%, tampão Tris-Borato
EDTA (TBE) 0,5X conforme SAMBROOK et al. (1989) e sob uma corrente
constante de 150 V. Antes de ser aplicado no gel, o RNA foi diluído em 3511 de
formamida e 3 ul de tampão de carregamento (azul de bromofenol 3,61M,
xileno cianol 4,64M, sacarose 1,17M e EDTA 0,1M pH8,0) (GODING, 1998).
A diluição em formamida foi para proteger o RNA de degradação .

(CHOMCZINSKI, 1992). Foi utilizado o corante brometo de etídio diluído no
gel a uma concentração de 0,5 ug/ml de gel. As amostras foram visualizadas em
transiluminador UV e fotografado em VDS (Video Documentary System),
usando filtro laranja; com tempo de exposição, contraste e fator de correção da
câmera variados.

Terminada a eletroforese do RNA total, as amostras que apresentaram
DNA contaminante foram tratadas com RNase-free DNase I (Promega) de
acordo com as recomendações do fabricante (lU:lOO ug de RNA). Todo o
material extraído foi armazenado a -80ºC para proteger o RNA de degradação
por RNases.

3.4. DifferentialDisplay Reverse Transcriptase —PCR (DDRT-PCR)

A técnica do DDRT—PCR foi desenvolvida de acordo com LIANG e
PARDEE (1992) e adotando os melhoramentos e refinamentos descritos por
LIANG et al. (1993 e 1995), BAUER et al. (1993) e OLIVEIRA JR.(l999).
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3.4.1. Transcrição reversa

Primeiramente, foram realizados experimentos com RNA de outros
indivíduos não pertencentes à família de interesse, para otimizar o protocolo
correto e assim obter uma transcrição reversa com a maior eficiência possível,
uma vez que, esta é uma etapa fundamental no desenvolvimento do DDRT-
PCR.

Quanto aos membros da familia, apenas 4 foram escolhidos, incluindo
o indivíduo afetado. Esses são irmãos com idades próximas e isso diminui a
diferença na expressão gênica decorrente da idade. Como os indivíduos são
irmãos, há uma maior proximidade genética entre eles quando comparados aos
demais membros da familia e, consequentemente, menor diferença na expressão
gênica.

Na otimização variou-se & quantidade de RNA em cada reação (2511,
Sul e Sul) e a concentração de dNTPs (20, 50 e 200 uM).

No decorrer desse trabalho três “primers” oligo d(T) 37 ancorados
foram usados (TUGC. TIZCC e T12CG). Assim, após otimização, Sul da amostra
de RNA total foram transcritos reversamente na presença de 200 U de
transcriptase reversa lVHVILV-RT, 50 uM de dNTPs (dATP, dCTP, dTTP e
dGTP), 20 pmoles “primer” Tn (GC, CC e CG), lO mM de BTT, 15 U de
Rnasin (GlBCO-BRL), 5 ul de tampão SX (Tris—Cl 250 mM, pH 8.3, KCl 375
mM,MgClz 15 mM) e completou-se com água para um volume final de 25 nl. A
reação foi incubada por 10 minutos a 65ºC, 60 minutos a 37ºC e 5 minutos &

95ºC (LIANG et al., 1995). A MMLV-RT foi adicionada após 10 minutos de
incubação a 37ºC para aumentar a eficiência na síntese do cDNA (LIANG et al.,
1995). A temperatura final de 95ºC foi utilizada para inativar a transcriptase
reversa, pois esta inibe a atuação da Taq DNA polimerase na amplificação do
cDNA (SELLNER et al. , 1992; FEHLMANN et al., 1993).
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3.4.2. Amplificação do cDNA

A amplificação ocorreu via PCR, onde foram feitos diferentes ensaios
para otimizar as concentrações de “primers”, dNTPs e cDNA. Após a etapa de
otimização, foram selecionados oito “primers” curtos de 10 pb, com seqúências
arbitrárias e ricos em G e C (cerca de 50 a 60%), da OPERON Technology
(Tabela 1). Em cada reação de amplificação foram utilizados 2 uM de dNTPs
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 20 pmoles de “primer” ancorado Tu, 1 U de Taq
DNA Polimerase, 5 pmoles de “primer” arbitrário de 10 pb, 2 pl de tampão 10 X
(Tris—Cl 100 mM, KCl 500 mM, MgClz 1,5 mM) e 5,0 ul de cDNA. O volume
fmal foi completado com água ultrapura até 20 pl.

As amplificações foram realizadas em terrnociclador PTC-150
MiniCyclerTM, em 40 ciclos de 94ºC por 30 segundos, 40ºC por 2 minutos, 72ºC
por 30 segundos e uma temperatura de extensão final de 72ºC por 5 minutos,
conforme LIANG et al. (1995).

Tabela 1. “Primers” selecionados para amplificação e suas respectivas seqúências

OPAOS AGGGGTCTTG
OPA os * GTGACGTAGG
OPA 12 TCGGCGATAG
OPA14 TCTGTGCTGG
OPAlS '

TTCCGAACCC
OPA16 ' AGCCAGCGAA
OPA17 GACCGCTTGT
OPAIS AGGTGACCGT&
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3.4.3. Eletroforese dosprodutos amplificados

Durante as otimizações e no teste com sangue fresco e congelado, as
amostras foram separadas em gel de poliacrilamida (19:1-BiszAcrilamida) 10%,
não desnaturante , de dimensões 15 em X 15 cm, 0.75 mm de espessura, tampão
Tris—BoratoEDTA (TBE) IX, conforme SAMBROOK et al. (1989) e sob uma
voltagem constante de 250 V por cerca de 2 horas e 30 minutos.

Após a otimização, os produtos referentes aos quatro membros da
família foram separados em gel de poliacrilamida (l9:1 BiszAcrilamida) 6%,
não desnaturante, de dimensões 20 em X 15 cm, 050 mm e 075 mm de

espessura, sob as mesmas condições citadas anteriormente.

Cada amostra era composta de 7 al de DNA amplificado e 3 ul de

tampão de carregamento (azul de bromofenol 3,61 M, xileno ciano] 4,64 M,

sacarose 1,17M e EDTA 0,1 M pH 8).

3.4.4 Coloração e visualização dosprodutos amplificados

Logo após o término da eletroforese, o gel foi corado de acordo com
BLUM et al. (1987), BASSAM et al. (1991) e OLIVEIRA JR. (1999).

Primeiramente, foi deixado por 30 minutos em ácido acético 10%, lavado 2

vezes com água ultrapura por 2 minutos, corado por 30 minutos em solução

composta de 200 mg de nitrato de prata e 150 ul de formaldeído em 100 ml de

água. Após corado, o gel foi lavado 1 vez com água por 10-30 segundos e,
finalmente, revelado em solução gelada composta de 3 gramas de carbonato de

sódio, 150 ul de formaldeído e 20 ul de tiossulfato de sódio em 100 ml de água.
O tempo de revelação foi variado pois, assim que as bandas se tornavam
visíveis, a reação era interrompida com ácido acético 10%.
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3.5. Análise do gel

Após & coleração do gel, esse foi colocado para secar em bastidores de
madeira entre papel celofane. Quando seco, o gel foi copiado por “scanner” e,
posteriormente, analisado em computador para veriãcar possíveis polimorãsmos
entres as amostras.
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4. RESULTADOSEDISCUSSÃO

A extração do RNA total, utilizando a proporção adequada de

TRIZOL Reagent (10 partes para cada parte de sangue), permitiu a obtenção de

material com qualidade ideal para a realização do DDRT-PCR. Esse protocolo

mostrou, ainda, ser rápido e prático, o que é extremamente vantajoso pois o

RNA deve ser extraído rapidamente para evitar sua degradação. Na Figura 2,

está representado o padrão do RNA obtido a paitir deste protocolo, com baixa

ou nenhuma contaminação por DNA.

Analisando a Figura 2, é possível verificar que a quantidade de RNA
extraído é muito pequena quando comparado com o RNA total extraído de

abelhas (OLIVEIRA JR,]999). Pode acontecer de o RNA nem ser detectado em
géis de agarose, o que foi observado em algumas extrações realizadas durante a
otimização do DDRT—PCR. Entretanto, quantidades tão baixas quanto 0,02 ug
(equivalente ao RNA de 200 células) são suficientes para realização do DDRT—

PCR (LIANG et al., 1993). Isso evidencia a enorme eficiência dessa técnica.
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B A1 M1(pb)

Figura 2: Géis de“ar 2% egiâericiando padroes
:

de RNA total extraído com
TRIZOL. A- 1-7 representando amostras de alguns membros da família ALS, B- Al=
amostra deApis mellifera. M = marcador de 50 pb., M1= marcador 100 pb.

Testes com sangue fresco e congelado a —80 ºC foram realizados para
verificar o padrão de bandas derivado de ambos. A Figura 3 evidencia que o
DDRT-PCR realizado a partir de RNA extraído de sangue fresco possui um
maior número de bandas por canaleta. Isso demonstra que o RNA está mais
íntegro e em maior quantidade no sangue novo. Já o padrão do “display” para
sangue congelado evidencia um RNA que soú'eu certa degradação, a qual pode
ter sido durante o processo de manipulação das alíquotas, realizado antes do

congelamento, reforçando a necessidade de uma manipulação rápida do
material.

A utilização dos géis de poliacrilamida 10% foi eficiente na detecção
de bandas durante a otimização do experimento, além de seu fácil manuseio. Já
os géis de poliacrilamida não desnaturante 6% foram escolhidos por apresentar
uma melhor definição no padrão de bandas dos produtos amplificados e por ser
adequado para se recuperar, reamplificar e sequenciar uma banda de interesse
(GOULART FILHO, 1999). Já a espessura desses géis (O, 5 e 0,75 m) não foi
determinante na eíiciência da coloração por nitrato de prata.
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Figura 3: Perfil eletroforético das
amplificações em gel de
poliacrilamida 10% não desnaturantc
comparando os diferentes padrões de
bandas entre amostras de sangue
fresco (1 e 2) e sangue congelado (3 e
4), utilizando “primer” leGC
combinado com OPA 18. M=
marcador de 50 pb.

Quantos aos resultados para as diferentes combinações de “primers”,
foram obtidos vários padrões de bandas entre os quatro membros da família
ALS GTIGURAS 4, 5, 6 e 7).

As Figuras 4 e 5 representam os padrões de bandas obtidos com os
“primers” arbitrários selecionados combinados com o “primer” TIZCC.

Ao analisar a Figura 4 nota-se que o padrão encontrado para os
referidos “primers” selecionados não apresentou qualidade suficiente para a
análise de diferenciações. Entretanto, alguns fragmentos foram detectados
(setas), dentre esses um de aproximadamente 150 pb e outro de 300 pb
mostraram-se presentes somente nas canaletas 1 e 2. Como esses indivíduos são
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do sexo feminino, pode—se supor que trata-se de alguma expressão relacionada

com o sexo.
1 2 a 4 5 67 a 9 10111213141516mpb)

!

%

Figura 4: Padrão diferencrado de fragmentos da amplificação
em gel de poliacrilamida 6% não desnaturante utilizando o
“primer” TnCC e os “primers” arbitrários OPA 05 (1 a 4),
OPA 08 (5 a 8), OPA12 (9 a 12) e OPA 15 (13 a 16). M=
marcador de lOOpb. Setas indicam bandas diferenciadas

Outros fragmentos, menores que 50 pb foram identificados nas
canaletas 13, 14, 15 e 16, porém a amostra da canaleta 14 apresenta dois
fragmentos ausentes nas demais. Isso pode sugerir uma expressão relacionada à
idade, pois apesar de os indivíduos apresentarem idades próximas, o indivíduo
da amostra 14 apresenta a maior diferença com relação aos demais (55, 50, 58 e
56 anos respectivamente).

Já na Figura 5 tem—se as combinações do “primer” TuCC com os
arbitrários OPAS 14, 16, 17 e 18, as quais apresentam um bom padrão de bandas
e alguns polimorfismos bem evidentes (setas). Para a primeira combinação de

“primers” (canaletas l, 2, 3 e 4) há ausência de um fragmento menor que 50 pb
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na canaleta l, correspondente a amostra do indivíduo afetado, assim, esse
fragmento pode estar relacionado a anomalia ALS. Há um outro fragmento
também menor que 50 pb que, contrariamente ao anterior, está presente somente
na canaleta l, podendo, também, estar associado à doença que acomete o
indivíduo.

A canaleta 6 apresenta vários polimorfismos que estão ausentes nas
outras (5, 7 e 8). Os mesmos podem estar relacionados a uma expressão gênica
individual, revelando sua diferenciação genética em relação aos demais. O

“primer” OPA 16 não apresentou boa amplificação, porém nota-se um
fragmento diferenciado na canaleta 10.

ª?!) #6 7 8 910
' l .? »»

3»: ,,»
il

1112 "' *_* 15...“ "(PP)

Figura 5: Padrão diferenciado de fragmentos da amplificação
em gel de poliacrilamida 6% não desnaturante utilizando o
“primer” leCC e os “primers” arbitrários OPA 18 (1 a 4), OPA
17 (5 a 8), OPA 16 (9 a 12) e OPA 14 (13 a 16). M= marcador
de SOpb. Setas indicam bandas diferenciadas
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Outros polimorfismos são evidentes para o “primer” OPA 14, os quais

podem ser verificados na canaleta 13, que corresponde às amostras do individuo

afetado. Três fragmentos estão diferencialmente expressos, um com

aproximadamente 200 pb e outros dois com aproximadamente 50 pb.

Novamente, pode-se deduzir que os mesmos tenham alguma relação com a
esclerose lateral amiotrófica.

Há um padrão presente nos quatro individuos (canaletas 13 a 16), cujo
tamanho é de 100 pb, podendo significar alguma expressão constitutiva comum
a todos.

Numa análise geral do gel, e possível notar que algumas bandas se

diferenciam em intensidade como também alguns fragmentos de pesos
moleculares iguais que se repetem em todas as canaletas (seta branca), mesmo
tratando-se de “primers” arbitrários diferentes. Isso pode ser explicado por haver

uma certa degenerância nos “primers” e como são curtos, de apenas 10 pb, e
ricos em G e C (40 a 60%), podem se anelar a uma mesma sequência de DNA,
fazendo com que ocorra essa igualdade de fragmentos (LIANG et al., 1995).

As Figuras 6 e 7 representam os padrões de bandas obtidos com os

mesmos “primers” arbitrários selecionados, porém combinados com o leCG.
Ao analisar a Figura 6, os “primers” arbitrários selecionados não

foram muito eficientes na amplificação, como ocorreu na Figura 4. Os

fragmentos coraram-se fracamente e poucos polimorfismos podem ser
verificados. Nas canaletas de 1 a 4 não é notado nenhum fragmento
diferenciado, apenas uma diferença de intensidade na canaleta 2. Também

aparece fracamente em 5 e 6 um fragmento de aproximadamente 250 pb
podendo estar relacionado às diferenciações na expressão referente ao sexo.

Outro fragmento com cerca de 150 pb, na canaleta 5, pode estar associado à
ALS.

O “primer” OPA 12 amplificou apenas um fragmento para as 4

amostras, podendo ser de caráter constitutivo. Já o “primer” OPA 14, mostra um
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polimorfismo, ou seja, um fragmento (300 pb) diferencialmente expresso na
canaleta 13 que está ausente nas demais (14, 15 e 16) e pode representar um
produto codificado que se encontra em indivíduos acometidos por ALS.

1
,
21. 3 4 5 6 7 [19101112 13W141516M

]

Figura 6: Padrão diferenciado de fragmentos da amplificação em gel de
poliacrilamida 6% não desnaturante utilizando o “primer” leCG e os
“primers” arbitrários OPA 05 (1 a 4), OPA 08 (5 a 8), OPA 12 (9 a 12)
e OPA 14 (13 a 16). M= marcador de IOOpb_ Setas indicam bandas
diferenciadas

Na Figura 7 alguns polimorfismos são notados (setas). Nas canaletas 5

e 6 há presença de um fragmento de aproximadamente 75 pb que está ausente

nas canaletas 7 e 8. Esse fragmento pode estar relacionada ao sexo, visto que as
duas primeiras são referentes a amostras do sexo feminino e as outras duas

canaletas referentes & amostras do sexo masculino. Pode-se ainda notar as
diferenças na intensidade das bandas, podendo significar uma diferença

quantitativa na expressão gênica, como também pode ser verificado em 10 e 11.

O “primer” OPA 18 apresentou um dos melhores padrões de bandas

com relação aos outros sete “primers” arbitrários; como já descrito por
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OLIVEIRA IR (1999), que utilizou alguns dos “primers” aqui citados e

verificou a maior eficiência do OPA 18.

Alguns polimorfismos podem ser destacados, como na canaleta 13,

onde um fragmento de aproximadamente 250 pb se expressou diferencialmente

e, ainda, pode ser verificado um fragmento (200 pb) mais evidente que se repete

em menor intensidade na canaleta 14. Ambos, são referentes a indivíduos de

mesmo sexo.
1 2 3 4 5 6 7 8 910111213141516ML
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,

Figura 7: Padrao dlferencmdo de fragmentos da amplificação
em gel de poliacrilamida 6% não desnaturante utilizando o
“primer” TnCG e os “primers” arbitrários OPA 15 (1 a 4),
OPA 16 (5 a 8), OPA 17 (9 a 12) e OPA 18 (13 a 16). M=
marcador de SOpb. Setas indicam bandas diferenciadas

As bandas que se repetem com os diferentes “primers” podem estar

relacionadas a algum produto constitutivo comum às quatro amostras.

Dentre os “primers” OPAS que foram utilizados, alguns apresentaram

diversos padrões de amplificação e outros nem amplificaram. Isso reforça a
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necessidade de se usar vários “primers” arbitrários em combinação com

diferentes oligos(dT), “varrendo” assim toda a expressão gênica numa

determinada condição, como foi descrito por LIANG e PARDEE (1992).

Segundo DOSS (1996), para se permitir o uso da coloração por nitrato

de prata na detecção de bandas, e' usado nas reações de amplificações a

concentração de 200 uM de dNTPs ao invés de 2 uM. No entanto, este trabalho

foi realizado com a concentração de 2 uM de dNTPs nas amplificações e as

bandas foram detectadas.

Esse trabalho confirma os resultados encontrados por AN et al.

(1996), os quais descreveram que a coloração por nitrato de prata fornece

poucas bandas, e que seus resultados são difíceis de controlar e são

inconsistentes, pois sua sensibilidade é muito inferior à dos radioisótopos. No

entanto, apresenta as vantagens de ser simples, rápida, sem perigos e de custo

inferior aos elementos radioativos.

Novos estudos devem ser realizados sempre na tentativa de melhorar a

técnica, como também proceder a análise dos fragmentos diferenciados aqui

identificados.
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5. CONCLUSÓES

* O protocolo utilizando TRIZOL Reagent para a extração de RNA foi

eficiente, apresentando mínima contaminação com DNA, desde que a proporção

de 10 partes de TRIZOLzl parte de sangue seja utilizada.

* O padrão de bandas encontrado para o RNA de sangue fresco é superior

ao encontrado para o RNA de sangue congelado, assim o RNA deve ser

preferencialmente extraído logo após coleta do sangue.

* A baixa sensibilidade da prata não permite visualizar todos os fragmentos

presentes, pois os produtos obtidos por DDRT-PCR tratam-se de quantidades

minimas, mas mesmo assim, polimorfismos são identificados.

* Os fragmentos melhor visualizados com a coloração por prata variaram

entre 50 pb e 600 pb.
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ªlª Corn quantidades mínimas de RNA total extraído, pode-se realizar a

técnica do DDRT—PCR.

* As bandas exclusivamente detectadas no indivíduo afetado precisam ser

recuperadas e melhor analisadas para avaliar se as mesmas estão realmente

associadas à doença.

* A radioatividade mostra—se necessária para a realização do DDRT-PCR e

a coloração por nitrato de prata seria utilizada apenas para veriíicar se as
condições de reação estão otimizadas.
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