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Intreducao

Em todos os genomas eucariotos
é observada grande quantidade de
DNA repetitivo, classificado de acor-
do com o nimero de nucleotideos e
sua complexidade. Entre esses tipos
de elementos estdo as seqiéncias
microssatélites, cuja utilizacio repre-
sentou um importante avango na ob-
tengédo de marcadores unilocais (ca-
pitulo 2). Seu alto contetido polimor-
fico € uma caracteristica importante
para estudos de individuos dentro e
entre populagdes, no estudo de pa-
rentescos e na construgio de mapas
genéticos de alta precis&o para iden-
tificagdo de locos associados a do-
encas monogeénicas e tragos quanti-
tativos.

Por estarem localizadas em regi-
Ges de cdpia Unica, essas seqiién-
cias repetitivas do DNA podem ser
analisadas pela técnica de PCR, uti-
lizando-se primers complementares
as sequiéncias flanqueadoras. A se-
paragéo dos produtos de PCR deve
ser realizada por um processo de alta
definicao, usualmente a eletroforese
em gel de poliacrilamida desnaturan-
te, pois a diferenga entre alelos pode
ser de apenas dois nucleotideos.

A detecgéo dos segmentos ampli-
ficados e separados por eletroforese
pode ser realizada por coloragao do
gel por impregnagdo com prata,
autorradiografia ou por detecg&o 6ti-
ca de fluorescéncia induzida a laser
em sequenciador automatico, como
pode ser visualizado na Fig. 1. As duas
ultimas técnicas requerem a marcagao
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de um dos primers utilizados na PCR
com isétopo radioativo ou com uma
molécula fluorescente, respectiva-
mente.

Amplificacao
de seqiéncias
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O protocolo utilizado na amplifica-
¢a@o de microssatélites ¢ o mesmo
utilizado para a amplificacdo de
marcadores RFLP (capitulo 11), com
as seguintes modificagdes:

* Quando a deteccio é por auto-
radiografia ou por fluorescéncia,
ha necessidade de marcar a ex-
tremidade 5" de um dos primers,
normalmente o primer direto
(forwarad), antes de utiliza-lo na
reagdo de PCR. No primeiro
caso, a marcagdo com is6topo
radioativo é feita no préprio labo-
ratério, utilizando a enzima polinu-
cleotideoquinase de bacterié-
fago T, e, no segundo, a marca-
¢éo é realizada pelo fornecedor,
durante o processo de sintese
desses oligonucleotideos.

* Para as amostras a serem anali-
sadas em sequenciador automa-
tico, o nimero de ciclos de ampli-
ficagao deve ser reduzido, sendo
suficiente em torno de 20 a
25 ciclos. Esse procedimento é
aconselhavel em razao da maior
sensibilidade do método, evitan-
do-se o aparecimento de seg-
mentos de DNA inespecificos.

* Se a andlise dos produtos de
PCR seré feita por impregnacao
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alelos do microssatélite BM1224 (cromossomo 4 dos bovinos) e_m
F. linha 22: padrdes externos de 100, 1‘5'0 e 200 pares de bases, *padrao
de bases: B. Alelos do microssatélite CSFMSQ (cromossomo 2 dos
grafia de produtos de PCR utilizando marcagéo de um dos primers

por end-labelling; C. Coloraczo

Fig. 1. A. Identificacao dos
seqiienciador automético A.L.
interno de tamanho de 100 pares

bovinos) revelados por auto-radio ;
om 3*"‘P) M = marcador de tamanho a intervalos de 10 pb, marcado C
(C:om préta de produtos de PCR do microssatélite CSFM50. Canaletas 1 a 5 e 7 a 12: amostras de

DNA de bovino: 6: Padrao de tamanho a intervalos de 10 pb. Os tamanhos em pares de bases sZo

indicados ao lado.
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“dos géis de poliacrilamida com
prata, deve-se realizar no minimo
30 ciclos de amplificagéo.

* Para alguns marcadores micros-
satélites, ha a necessidade de se
realizar um ciclo modificado de
amplificag@o, denominado touch-
down PCR. Essa estratégia con-
siste em Iniciar a reagdo com
temperatura de anelamento (TA)
10 graus acima da temperatura
ideal para o par de primers utili-
zado. Dessa forma, trabalha-se
com alta especificidade durante
0s primeiros ciclos de anela-
mento dos pifmers, reduzindo a
probabilidade de actmulo de
produtos de amplificagdo espu-
rios. A temperatura é reduzida
em 0,5°C a cada ciclo subse-
qlente e, ao atingir a TA, reali-
zam-se mais 10 a 15 ciclos.

Um exemplo de ciclo de Touch-
down PCR é apresentado no final
desta pagina.

Protocolos de anadlise
de microssatélites

Uma vez que existem vérios mé-
todos disponiveis para andlise de

Touch-down PCR:

94.0 94.0 94.0

1 15
65.0"
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marcadores microssatélites, apre-
sentamos a seguir os protocolos uti-
lizados para cada método, separa-
damente.

Andlise de microssatélites
utilizando coloragéao
com prata

a) Limpeza das placas de vidro uti-
lizadas como molde para sustenta-
¢ao do gel de poliacrilamida

Essa etapa é fundamental para
evitar a formagéo de bolhas de ar no
gel. A presenca de residuos de gor-
duraimpede a penetragdo da solugéo
de poliacrilamida. A seguir 0s proce-
dimentos para limpeza das placas.

* Deixar as placas de vidro de mo-

Iho em solugao de NaOH 1N por
30 minutos.

* Lavar com detergente comum, uti-
lizando uma esponja macia.

* Enxaguar abundantemente em
agua corrente, esfregando com
esponija limpa.

* Deixar de molho em dgua desti-
lada por pelo menos 10 minutos.

* Secar ao ar.

* Limpar com etanol absoluto, uti-
lizando papel toalha.

* A cada ciclo, a temperatura de anelamento é reduzida em 0,5°C, até atingir a temperatura ideal para os primers.

£iros

N

i

e e —

B

b) Preparacéao da placa maior usan-
do Bind-silane (y-methacryloxy-
propyl-trimethoxysilane).

* Separar a placa menor da maior.

* Preparar a solugdo de Bind-si-
lane em um tubo eppendorf de
1,5mL:

Bind-Silane 3uL
Etanol absoluto 1mL
Acido acético glacial 5 uL

« Aplicar a solugao de Bind-sil ane
com uma pipeta sobre a placa e
espalhar com papel toalha sobre
toda a superficie em um sentido
unico. Deixar uma faixa de apro-
ximadamente 5 cm da extremida-
de da placa, a regido correspon-
dente ao pente, sem aplicagao
de Bind-silane.

« Secar por 30 minutos.

« Retirar o excesso com etanol ab-
soluto, passando papel toalha no
sentido perpendicular ao da eta-
pa anterior.

Obs: A fungdo do Bind-Silane é
aderir a matriz de poliacrilamida
a placa de vidro, de modo a con-
ferir resisténcia aos procedimen-
tos de coloragao. Deve-se tomar
extremo cuidado para que essa
solugdo ndo contamine a placa
menor, entre 0s quais recomen-
da-se, durante o procedimento,
separar as luvas usadas com
Bind-Silane para serem usadas
somente para a preparagao da
placa maior.

c¢) Tratamento da placa menor com
Repel-silane

Esse tratamento tem por finalida-
de evitar que a matriz de poliacrila-
mida fique aderida a placa menor,
permitindo a separagdo das duas
placas ao final da eletroforese.

= Aplicar 1mL de Repel-silane (so-
lugao de dimethyldichlorosilane a
2% em octamethyl cyclooctasila-
ne) e espalhar com papel toalha ao
longo de toda a superficie da placa.

*Secar por 10 minutos.

*Retirar o excesso com papel to-
alha umedecido em etanol abso-
luto.

sPassar Repel-silane no pente.
Nao ha necessidade de retirar o
excesso com etanol. Isso evita
que a poliacrilamida fique retida
entre os dentes do pente e seja
arrancada no momento da remo-
¢ao do mesmo.

d) Preparagéo do gel de poliacrila-
mida desnaturante para microssa-
télites
* Montar o molde com as duas pla-
cas e os espagadores, vedando as
laterais e a extremidade inferior
com fita adesiva.

* Preparar o gel misturando, para
cada gel a 6,67%, com as dimen-
sbes 30 x 40 x 0,04 cm:
Tampao do gel 53,78 mL
Acrilamida-Bisa-
crilamida 40% (29:1) 10,84 mL
TEMED (N,N,N’,N’-
Tetrametiletilenodia-

mina) 37,52 uL
Persulfato de
Amonia 10% 375,2 uL
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* Imediatamente apds a adigdo do
persulfato de amoénia, verter o gel
dentro do molde de vidro. O pro-
cedimento pode ser facilitado se
o molde for mantido inclinado em
angulo de aproximadamente 30°
em relacéo a bancada. A solucdo
deve ser vertida cuidadosamente
para nao formar bolhas e, rapida-
mente, para evitar que a polime-
rizagao se inicie antes da conclu-
séo dessa operagdo. O tempo de
polimerizagdo é dependente da
temperatura, logo a manutengéo
das solugbes cstoque a 4°C au-
menta a margem de seguranca
nessa etapa.

« Colocar o pente, cobrir a extremi-
dade com filme pldstico e prender
0 pente com grampos de metal.

e) Eletroforese

* Retirar os grampos e a fita ade-
siva do molde de vidro.

* Retirar o excesso de poliacrila-
mida da regido do pente e remo-
vé-lo cuidadosamente.

* Lavar as placas com agua desti-
lada e enxugar com papel toalha.

* Colocar o gel na cuba de seqlien-
ciamento manual e virar as presi-
lhas sem aperta-las. Aperta-las
da esquerda para a direita, de
cima para baixo.

* Colocar tampéo de corrida na cu-
ba superior (&nodo), certificando-
se de que ndo vaze, e depois na
inferior.

£
£200

o

* Limpar as canaletas com serin-
ga. Alternativamente, pode-se
adaptar uma tira de aproximada-
mente de 2 a 3 mm de largura,
feita com o mesmo material utili-
zado para fazer o pente. Essa tira
pode ser cuidadosamente intro-
duzida nas canaletas, removen-
do os excessos de matriz ou de
uréia.

* Fazer uma pré-corrida aplican-
do poténcia de 35 a 40 W, limi-
tando a corrente em 40 mA, por
uma hora.

¢« Preparar as amostras adicionan-
do 16 uL de tampao da amostra
em 25 ul de PCR (no proprio
tubo da reagdo). Desnaturar as
amostras a 92°C por 10 minutos
e colocar imediatamente em ba-
nho de gelo.

* Aplicar 15 uL de amostra trata-
da por canaleta do gel.

Obs.: Os sistemas de seqien-
ciamento manual sdo acompa-
nhados de pentes do tipo shark
teeth que permitem a aplicagao
de um volume maximo de 6 pL
de amostra. Para a aplicagdo de
um volume maior, utilizam-se pen-
tes de teflon ou vinil, feitos artesa-
nalmente.

* Aplicar o padréo de peso mole-
cular em uma ou mais canaletas
do gel (normalmente sé&o utiliza-
dos dois pontos de aplicagdo de
padréo por gel). Um bom padrdo
para microssatélites é a “esca-
da” de fragmentos a intervalos de
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10 pb (10 bp DNA Ladder, Gibco
BRL). Para esse padrao, utili-
za-se 4 pL de uma diluicao a
100 ng/ul., por canaleta. As ali-
quotas de padrao devem ser
acrescidas de tampao da amos-
tra e desnaturadas como descri-
to para as amostras.

« Aplicar as arnoslras no gel e cor
rer nas mesmas condi¢des descri-
tas para a pré-corrida. O tempo de
eletroforese pode ser calculado
utilizando-se como referéncia a mi-
gracao dos indicadores azul de
bromofenol e xileno cianol, de
acerdo com a Tabela 1.

f) Coloracao por impregnacao com
prata

O método descrito a seguir foi
adaptado do protocolo desenvolvido
por Comincini et al. (1995), tendo sido
alterado pelaintroducdo do tratamen-

to de uma placa molde com repel-

silane e pela adaptagao do volume
das solugdes as necessidades do
volume de gel utilizado.

¢ Terminada a corrida, abrir o mol-

de de vidro, colocando a placa

maior em um recipiente de plas-
tico, com o gel voltado para cima.

 Pré-tratamento: Cobrir a placa
com 1,5 L de solugéo de etanol
10% e &cido acético 10% em agua
deionizada. Incubar por 20 minu-
tos. Guardar a solugéo para usa-
la nainterrupcao da coloragéo.

e Lavar trés vezes, por 30 segun-
dos, em dgua deionizada.

« Oxidagao: Incubar durante 3 minu-
tos em 1,5 L de &cido nitrico a 1%.

* Lavar trés vezes, por 30 segun-
dos, em dgua deionizada.

eImpregnagao: 30 minutos em
1,5 L de solucéo contendo 1,5 g
de nitrato de prala e 2,0 mL de
formaldeido 37%.

e Lavagem: 30 segundos em agua
deionizada.

* Revelagéo: Incubar de 3 a 5 mi-
nutos em 1,5 L de solugéo con-
tendo 11,13 g de carbonato de
sédio anidro, 2,0 mL de formaldei-
do 37% e 7,5 mL de tiossulfato de
sodio pentahidratado 200 mg/L.

* Interrompe-se a reagéo de colo-
ragdo incubando por 5 minutos
em 1,5 L da solugédo de pré-tra-
tamento.

Tabela 1. Taxa de co-migragao de moléculas de DNA fita-simples em gel de poliacrilamida
desnaturante, em relag&o aos indicadores azul de bromofenol e xileno cianol, de acordo

com o tamanho em bases.
% Poliacrimilda Azul de Bromofenol Xileno Cianol
5 36b 130b
6 26b 106 b
8 19b 76 b
10 12b 55b
20 8b 28 b

Fonte: Adaptado de Sambrook et al., 1989.
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Observagoes importantes:

As solu¢des devem ser prepara-
das um pouco antes do inicio da co-
loragao.

O formaldeido e a solugao de
tiossulfato de sédio devem ser adi-
cionados as respectivas solucdes
apenas no momento do uso.

® O formaldeido é um reagente to-

»< xico por inalagdo ou por contato
com a pele. Recomenda-se a ob-
servagao dos procedimentos de
protecao adequados.

O volume minima de solugAo a ser
utilizado em cada etapa, inclusive
nas lavagens, € de cinco vezes o vo-
lume do gel, desde que esse seja
suficiente para cobrir totalmente a
superficie do gel.

Alguns fatores criticos para a ob-
tengao de um bom padrao de colo-
racdo sao a qualidade dos reagentes
e da agua utilizados. Essa Ultima
deve ser pelo menos deionizada
(condutividade < 1uOhm). A limpeza
das placas é também importante,
uma vez que impressoes digitais e
outros residuos de gordura também
seréao impregnados pela prata.

g) Estimativa do tamanho dos
alelos

O tamanho dos segmentos ampli-
ficados pode ser estimado compa-
rando-se suas taxas de migragao
com a taxa de migraga@o do padrao
de tamanho utilizado, pelo seguinte
procedimento:

¢ Medir a distancia entre a base
da canaleta e a base das ban-

das correspondentes aos frag-
mentos de tamanho conhecido
(utilizar sempre os mesmos pa-
drées na medicao).

* Construir uma curva semilogarit-
mica e obter a equacgao que des-
creve o comportamento migrato-
rio dos fragmentos no gel, sob as
condi¢oes eletroforéticas a que
foram submetidos. Estimar o va-
lor do coeficiente de determina-
¢do da regressao (R?) para veri-
ficar o ajuste dos dados. Para
marcadores microssatélites,
trabalhamos com valores de
R?>0,98.

* Medir, com 0 mesmo critério uti-
lizado para os fragmentos do pa-
drao de tamanho, os fragmentos
resultantes da amplificagdo da
seqliéncia microssatélite.

* Substituir os valores das distan-
cias migradas por cada produto
de amplificag@o na equagao ob-
tida para o padrao. A solugao da
equacao estima o tamanho dos
fragmentos amplificados.

» Para facilitar o processamento
dos dados, os alelos sao desig-
nados com numeros de acordo
com o tamanho. O maior alelo
observado recebe a designagao
1 e o alelo imediatamente menor
(2 pb menor para dinucleotideos,
por exemplo) recebe o nimero 2.
Os intervalos de 2 pb devem ser
respeitados de forma que, se o
préximo alelo observado for 6 pb
menor do que o alelo 1, recebe-
ra a designagao 4. Caso surjam

alelos com tamanho maior do
que o alelo 1, esses passam a
receber numeragao negativa.
Por exemplo, o alelo 2 pb maior
que o alelo 1 recebe a denomi-
nagao —1.

Protocolo de deteccéio de
fragmenios por
sequenciador automatico

Existem diversos equipamentos
desenvolvidos para andlise automati-
zada de sequéncias de DNA. Esses
equipamentos diferem quanto ao uso
de placas ou de colunas capilares
para a separagdo das moléculas,
além do sistema empregado para
detecgdo dessas moléculas. O pro-
tocolo a seguir corresponde ao utili-
zado para o sequenciador automati-
co A.L.F.(Pharmacia Biotech).

a) Limpeza das placas

« Lavar as placas com sab&o neu-
tro e escova macia, fazendo mo-
vimentos circulares.

« Enxaguar abundantemente em
agua corrente e posteriormente
em agua destilada.

« Secar.

» Limpar alternadamente com
agua destilada e etanol absolu-
to, utilizando papel toalha.

« Secar.

b) Preparacdo da placa menor
usando Bind-silane (y-metha-
cryloxy-propyl-trimethoxysilane)

O Bind-silane é utilizado na re-
gido superior da placa de vidro para
aderir a matriz de poliacrilamida, evi-

tando danos nas canaletas do gel no
momento da retirada do pente. En-
tretanto ndao ha necessidade de tra-
tar toda a extensdo da placa como
no protocolo de coloragao cam pra-
ta (ver subtitulo Andlise de micros-
satélite utilizando coloragao com pra-
ta) descrito anteriormente neste ca-
nitulo.
« Preparar a solugdo de Bind-silane:
Bind-silane 3,8 uL
Etanol absoluto 1,0 mL
Acido acético 10%  250,0 pL
« Aplicar a solugédo na regiao do
pente, espalhando sobre a su-
perficie da placa corn papei toa-
lha.
» Secar com papel toalha.
c) Montagem das placas

« Posicionar os espagadores e a
lamina de detecgéo de laser (cer-
tificando-se da limpeza dos mes-
mos).

« Fechar o sanduiche utilizando os
grampos na posi¢ao indicada.

« Deixar o pente pronto para o uso.

d) Preparacéo do gel de poliacri-
lamida desnaturante a 5%:

» Misturar:
Solugdo poliacrilamida-
uréia 60 mL
Persulfato de aménia
a10% 300 uL

TEMED (N,N,N’,N’-
Tetrametiletilenodia-
mina) 60 pL

« Passar a solug&o preparada pa-
ra o frasco de aplicag@o do gel e
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misturar os reagentes sem que
se formem bolhas.

* Aplicar o gel a partir da regiao
inferior das placas.

* Retirar as bolhas que possam ter
se formado.

= Colocar o pente observando se
esta corretamente alinhado com
a marcacao da placa menor.

* Prender o pente as placas utili-
zando dois grampos de metal.

* Esperar 90 minutos para utilizar
o gel para corrida das amostras.

e) Preparo das amostras e eletro-
forese

Os reagentes utilizados na prepa-
rag&o das amostras sao especificos
do sequenciador automaético A.L.F.
(Pharmacia Biotech). Normalmente
utiliza-se um padrao externo, com
vérios fragmentos de tamanho co-
nhecido, que sera utilizado pelo
software para estimar a fungéo entre

.0 tamanho dos fragmentos e a mobi-
lidade eletroforética.

* Preparo do padrao externo 50 a
500 pares de bases:

Padrao externo

50-500 pb 2,0 uL
Tampao de carrega-

mento (loading dye) 3,2puL
Agua ultra pura 4,0 uL

* Preparo das amostras e do pa-
drdo interno:

Juntamente com cada amostra de
DNA, é acrescentado um padraaq in-
terno, de tamanho adequado para o
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microssatélite que esta sendo anali-
sado. Por exemplo, para um micros-
satélite, cujos alelos possuam tama-
nhos entre 160 e 200 pb, podem ser
utilizados padroes como os de 100,
150 ou 250 pb, mas nao o de 200 pb.

* Preparar um coquetel contendo,

para cada amostra & ser anlica-
dano gel:

Padrao interno 0,1 uL
Agua 1,0 uk

Tampao de carrega-
mento (loading dye) 3,0 uL

» Acrescentar 4 1l de coquetel da
amostra a 2 pL de amostra ampli-
ficada para o loco microssatélite.

* Desnaturar as amostras e o pa-
drdo externo a 95°C durante
5 minutos e colocé-las em gelo
imediatamente apds sua desna-
turacao.

* Montar o sistema de eletroforese
e realizar uma pré-corrida apli-
cando uma poténcia de 50 W por
1 hora.

» Aplicar as amostras no gel e sub-
meté-las a eletroforese, que deve
ser realizada a uma poténcia de
50 W por aproximadamente
4 horas.

* Analisar os dados fornecidos
pelo software Pharmacia DNA
Fragment Manager V1.2 (os re-
sultados da eletroforese séo
registrados sob a forma de gra-
ficos e tabelas, referentes aos
tamanhos dos fragmentos ampli-
ficados), para a identificagdo dos
gendtipos.

——— =~ ——
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* Numerar os alelos com 0 mes-
mo critério descrito anteriormen-
te no protocolo de colorag@o com
prata.

Consideragoes finais

Apesar das diferengas entre as
técnicas de coioragao com piala &
sequienciador automatico, ambas
sédo eficientes na identificagdo dos
gendtipos de microssatélite. O mé-
todo de andlise em sequenciador
automatico caracteriza-se principal-
mente pela eficiéncia e rapidez na
identificagdo de genatipos. No entar
to, a mesma sensibilidade é alcan-
¢ada com a utilizagao da coloragao
com prata, com um menor custo.

Solugdes

Tampéao TBE modificado

Estoque Trabalho

[20X concentrado]  [1,2 X]
Tris base 2M 120 mM
Acido bérico 195 mM 12mM
EDTAdissédico 15 mM 1mM

Solugéo de Uréia (10,19 M)

Uréia 612 g

Completar o volume para 1 litro
Aquecer para dissolver.
Nao deixar ultrapassar de 60°C

Tampéo do gel

Tampéao TBE modificado

20X concentrado 60mL 12mL

Solugéo de uréia 1L 200 mL

Tampéo de corrida
(Tampao TBE modificado 1,2 X)

Tampao TBE modificado
20X concentrado 60 mL

Completar o volume para 1 litro com dgua destilada.

Persulfato de Aménia a 10%

0,1 g ue persuifaio de amonia
Completar o volume para 1 mL com 4gua ultra pura.
Esta solugéo pode ser estocada em freezer por até

2 meses ou ser feita semanalmente e
armazenada a 4°C.

Solugdo estocue de acrilamida:
bisacrilamida, 29:1 (40%)

Acrilamida 38,6749
N’N’'metileno bisacrilamida 1,33g

Completar o volume para 100 mL. '
Se necessario aquecer até 55°C para dissolver.
Armazenar em frasco escuro a 4°C.

Solugéo estoque de acrilamida:
bisacrilamida, 19:1 (40%)

38 g acrilamida + 2 g de bis-acrilmida

Completar o volume para 100 mL.
Proceder como descrito no item anterior.

A acrilamida é neurotéxica e pos-

< sui efeito cumulativo! Cuidado ao
manipular esses reagentes, ob-
serve os cuidados de protegao
adequados.

Solugéo de poliacrilamida — uréia
* Pesar 250 g de uréia.

« Adicionar 200 mL de &gua ultra
pura e agitar em placa aquecida
(ou banho-maria).




 Adicionar 62,5 mL de solucao
de poliacrilamida a 40% (19:1).
A solucao de uréia nao deve ser
aquecida acima de 60°C e deve
ser resfriada antes da adi¢ao da
poliacrilamida.

e Adicionar 50 mL de TBE 10 ve-
288 concentradoe, filtrado em
filtro com poros de 0,45 um de
diametro.

Tampao da amostra

Formamida 95mL 14,4 mL
EDTA05MpH7.5a280 4mL 06mL
Azul de bromofenol 0,05g 0,0075g
Xileno Cianol 0,069 0,00754
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