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Resumo: A andlise da expressao génica € de grande importancia para os estudos
dos processos fisiolégicos e metabdlicos de individuos sob condi¢cdes de
estresse. Nesse processo a obtencdo de DNA complementar (cDNA) a molecular
de RNA mensageiro (MRNA) mediante a atividade transferase terminal da enzima
transcriptase reversa (RT) € uma pec¢a fundamental. No entanto as caracteristicas
do cDNA podem sofrer alteragcdes dependendo da maneira como a reacao de
transcricdo é preparada. Nesse sentido, o presente estudo buscou verificar qual
dos dois primers mais utilizados no processo de transcricdo, Oligo (dT) ou
Random fornecem melhores resultado. Para tanto foram realizados dois processo
de transcricdo a partir de duas amostras contraste de RNA total, tratadas com a
enzima DNase | e purificadas com fenol pH &cido, utilizando cada um dos primers.
Andlise por eletroforese em gel de agarose para as duas amostras ap0s a sintese
do cDNA possibilitaram a visualizacdo de rastros e bandas indicando o sucesso
do processo. Os resultados demostraram que ambos os primers, dentro de suas
especificidades, foram eficientes no processo de sintese do cDNA fita dupla.
Permitindo inferir que a escolha do primer dependera das especificidades do
processo no qual o cDNA obtido serd subsequentemente utilizado.
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1. Introducéo
Mudancas abruptas e periodicas nas condi¢des ideais de sobrevivéncia ao

longo da vida de um individuo podem provocar alteracées quanto a expressao
génica, interferindo nos processos fisioldgicos e metabdlicas naturais. Levando a

producdo de metabdlitos secundarios e a expressdo de caracteristicas néo
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herdaveis que, provavelmente, somente poderdo ser identificadas por meio da
analise da expressao génica global no momento do estresse (SILVA et al., 2010).

Dentre as diversas técnicas de biotecnologia disponiveis para a andlise da
expressao génica global tem-se as bibliotecas de cDNA obtidas por meio de
hibridacédo subtrativa supressiva (SSH) (DIATCHENKO et al., 1996; AKOPYATS et
al.,, 1998). Estas bibliotecas permitem identificar genes que estdo sendo
expressos somente em um dado gendétipo ou em uma dada condicao,
comparando a outro. Dependendo da quantidade de genes identificados por tal
técnica, o proximo passo é valida-los em um sistema modelo, que permitird
determinar a funcionalidade destes genes (DABBAS et al., 2006; CARVALHO et
al., 2011).

A base para que esse processo seja efetivado € a sintese do DNA
complementar (cDNA) a partir de amostras de RNA total ou de RNA mensageiro,
utilizando, para tanto, a atividade transferase terminal da enzima transcriptase
reversa (RT). Dentre 0s reagentes necessarios nesse processo tem-se o
oligonucleotideo, sendo os dois mais usados o Oligo (dT) e o Random.

Uma vez que, as caracteristicas da biblioteca sofrem alteractes
dependendo da maneira como a reacao de transcricdo € preparada. O presente
estudo teve por objetivo verificar qual dos dois primers fornecem melhores

resultados no processo de sintese do cDNA.

2. Material e Métodos
O estudo foi realizado a partir de duas amostras contraste (Amostra 1 e

Amostra 2) de RNA total, previamente extraidas com o auxilio do conjunto de
reagentes PureLink Plant RNA Reagent, conforme as recomendacdes do
fabricante (Life Technologies). Tratadas com a enzima DNase | para eliminar o
DNA gendmico presente nas amostras, seguido de uma purificagdo com fenol pH
acido.

Ao final desses processos uma aliquota 4 pL de RNA tratado e purificado
de cada amostra foi utilizada no processo de sintese do cDNA fita simples.
Comparativamente, foram preparadas duas reacbes de transcricdo para cada
amostra, uma utilizando 1 pL Oligo (dT) e a outra 1 pL de Random primer.
Subsequentemente as amostras foram utilizadas no processo de sintese do cDNA

fita dupla mediante acdo da polimerase. Terminado cada processo de sintese
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(primeira e segunda fitas) uma aliquota de 5 puL de cada amostra foi reservada
para analise por eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v), em tampédo TAE 1x
(Tris-Acetato-EDTA), em cuba horizontal, corado com 2 pyL brometo de etidio e

visualizado sob luz ultravioleta.

3. Resultados e Discusséo
O tratamento com a enzima DNase | e posterior purificacdo com fenol

pH4,3 foram satisfatérios (Figura 1). Eliminando todo o DNA gnbmico e

possibilitando iniciar a sintese da primeira fita de cDNA.

Amostra 1 Amostra 2

RNA RNA RNA RNA
DNasel Purif. DNasel Purif.

FIGURA 1 - Imagem do gel de agorose (0,8%), visualizado sob luz ultravioleta, mostrando a
presenca, apenas, das bandas de rRNA, apds o tratamento com a enzima DNase |; bandas de
rRNA ap0ds a purificagcdo com o fenol pH4,3, para as amostras 1 e 2, respectivamente.

Andlise por eletroforese em gel de agarose (Figura 2) para as duas
amostras apés a sintese do cDNA fita simples possibilitaram a visualizacdo de
rastros e bandas indicando o sucesso do processo e possibilitando dar
continuidade ao procedimento. Para o processo de sintese do cDNA fita dupla,
embora, 0s rastros observados para as amostras tenham sido bem mais claros
gue os observados ap0s a sintese da primeira fita, as amostras obtidas ao final
desse processo podem ser utilizadas em etapas subsequentes do processo de
obtencéo da biblioteca de cDNA, bem como em outros processos de analise da

expressao génica.
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Amostra 1 Amostra 2 Amostra 1 Amostra 2

Primeira fita Segunada fita

Oligo Random Oligo Random Oligo Random Oligo Random

FIGURA 2 - Imagem do gel de agorose (0,8%), visualizado sob luz ultravioleta, mostrando a
presenca de rastros e algumas bandas nitidos apds a sintese da primeira fita de cDNA; e, bem
mais claros apés a sintese da segunda fita de cDNA. Para as amostras 1 e 2, respectivamente.
Utilizando-se o Oligo dT e o Random primer no processo de sintese.

Os resultados permitiram inferir que os dois oligonucleotideos utilizados
possibilitaram resultados semelhantes ao final do processo de transcricdo com a
enzima transcriptase reversa.

O uso do Oligo (dT) na sintese de cDNA pode levar a representacao de
apenas alguns e o uso do Random, por sua vez, é usado na tentativa de abranger
uma maior representagao dos transcritos ao longo de seus comprimentos inteiros
(MORTAZAVI et al., 2008). Isso pode estar relacionado, dentre outros, ao fato do
Oligo dT diferentemente do Random que amplifica todos os RNAs, amplifica
apenas fragmentos de RNAmM. O que explica a menor dimenséo do rastro por ele

produzido na analise por eletroforese.

4. Concluséo
Os dois oligonucleotideos séo eficientes no processo de sintese do cDNA

fita dupla. A escolha de qual primer utilizar dependera das especificidades do

processo no qual o cDNA obtido sera subsequentemente utilizado.
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